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En una sociedad industrializada como la actual, los procesos de fabricación de productos 
de consumo, así como las actividades comerciales y de la vida diaria, suponen la emisión 
constante al medio ambiente de una gran variedad de productos químicos. A pesar de que 
muchos de ellos se han venido utilizando durante décadas, apenas tenemos información de 
sus efectos para nuestra salud y la de nuestro entorno. Entre los xenobióticos que demandan 
una atención más urgente se encuentran los denominados “contaminantes emergentes”, un 
grupo de sustancias químicas entre las que se incluyen, entre otros, plastificantes, fármacos y 
productos de cuidado personal y compuestos perfluorados.
El empleo de animales de experimentación en Toxicología ha conllevado en las últimas 
décadas un creciente número de conflictos científicos, éticos, legislativos y económicos. En 
paralelo a la mayor demanda de información sobre los efectos para la salud de las sustancias 
químicas, se viene produciendo una mayor presión para disminuir el número de experimentos 
con animales. Las estrategias de evaluación in vitro representan una aplicación manifiesta del 
principio de las 3Rs, que ofrece soluciones a los problemas causados por la actual dependen-
cia de los modelos de experimentación animal. Concretamente, los modelos celulares in vitro 
empiezan a ser considerados una herramienta muy conveniente en los procesos de valoración 
toxicológica, capaces de proporcionar un conocimiento más exhaustivo de las bases mecani-
cistas de los efectos tóxicos de los xenobióticos a nivel sistémico, celular y molecular. En este 
sentido, el estudio de las alteraciones de procesos celulares básicos y la determinación de las 
dosis y los tiempos de exposición que ocasionan efectos adversos resultan una pieza funda-
mental para la evaluación del riesgo toxicológico.
En el presente estudio se ha planteado una estrategia integrada en la se han combinado 
distintas aproximaciones experimentales con un análisis multiparamétrico, empleando líneas 
celulares en cultivo, en su mayoría humanas, para evaluar las respuestas celulares resultantes 
de la exposición a tres contaminantes emergentes de interés.
El di (2-etilhexil) ftalato es una sustancia química de alta producción ampliamente utilizada 
como un plastificante en los productos de PVC. Debido a su presencia ubicua y la exposición 
constante de la población general, este compuesto ha sido objeto de extensos estudios to-
xicológicos. A pesar de la información disponible, los datos sobre la citotoxicidad del DEHP 
en células de mamífero son relativamente limitados. Los resultados de nuestro estudio revelan 
que 24 horas de exposición a DEHP induce en las células Vero y HaCaT una reducción de 
la viabilidad celular dependiente de dosis, así como una inhibición de la proliferación celular 
vinculada a un retraso del ciclo celular en la fase G1. Además, nos proporcionan la prueba sin 
precedentes de que, a dosis de relevancia clínica, el compuesto desencadena en las células 
de mamífero una respuesta de estrés de retículo endoplásmico, un mecanismo emergente en 
la patogénesis y progresión de enfermedades metabólicas y otras enfermedades humanas. 
Ana Peropadre López
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El triclosán es un agente antimicrobiano de amplio espectro que se ha venido utilizando 
como conservante de forma habitual durante los últimos 40 años, lo que ha provocado que 
en la actualidad constituya uno de los compuestos químicos más detectados en el medio 
ambiente. Aunque existen numerosos estudios que asocian la exposición a este compuesto 
con diversos efectos adversos para la salud humana y ambiental, resulta especialmente pre-
ocupante el desconocimiento que existe hasta la fecha sobre los mecanismos subyacentes 
a sus efectos nocivos. En el presente estudio hemos demostrado que exposiciones de 120 
horas a bajas concentraciones del compuesto (0.5/1 µM) ejercen un claro efecto mitogénico e 
incrementos de ploidía en las líneas celulares HaCaT, MDA y MCF7. Nuestro estudio también 
revela que los tratamientos de 24 horas ejercen un efecto antiproliferativo concomitante con la 
inducción de daño oxidativo al ADN.
El ácido perfluorooctanoico pertenece al grupo de los tensioactivos perfluoralquilados, 
compuestos orgánicos altamente estables empleados masivamente desde hace más de 50 
años en la fabricación de revestimientos plásticos, detergentes, teflón y Gore-Tex®. Debido a 
su presencia ubicua y su elevado tiempo de retención en los tejidos, diversos estudios toxico-
lógicos se han centrado en analizar los posibles efectos adversos del compuesto, sin que su 
mecanismo de acción no esté completamente caracterizado hasta la fecha. Nuestros resulta-
dos demuestran que los efectos producidos por el PFOA en las células HeLa y HaCaT a las 24 
horas no revierten con la retirada del compuesto durante 48 horas. Estos efectos, relacionados 
con el daño de la membrana plasmática y la inducción de estrés oxidativo, dieron lugar  en 
las células HeLa a una respuesta adaptativa. Por su parte, las células HaCaT presentaron un 
fenotipo compatible con procesos de senescencia celular después de permanecer 8 días en 
cultivo en medio libre de droga.
Aunque aún falta mucha investigación por hacer, los nuevos datos mecanicistas aportados 
en este estudio pueden contribuir sustancialmente a la información sobre los efectos tóxicos 
de estos contaminantes emergentes en células de mamífero. Nuestros resultados también po-
nen de relieve la importancia de establecer con mayor precisión las relaciones de causalidad 













La contaminación del medio ambiente por materias residuales procedentes de las acti-
vidades humanas es, sin lugar a dudas, uno de los principales problemas con los que se 
enfrenta la sociedad actual. El auge de la industria química durante el siglo XX y comienzos 
del XXI ha provocado que actualmente existan más de 80 millones de sustancias químicas 
comercialmente disponibles, indexadas en la sección del Chemical Abstracts Service (CAS®) 
de la Sociedad Americana de Química (ACS, American Chemical Society). A pesar de que las 
políticas medioambientales se han encaminado en los últimos años a ejercer un mayor control 
sobre esa enorme cantidad de sustancias, lo cierto es que poco más de 300 000 aparecen 
recogidas en el listado de sustancias químicas reguladas (CHEMLIST®, Regulated Chemicals 
Listing), una base de datos electrónica donde se encuentran recogidas aquellas sustancias 
sujetas a algún tipo de regulación en los principales mercados del mundo, contando entre 
ellas con productos químicos de alta producción (HPV, High Production Volume), sustancias 
prioritarias, productos peligrosos con restricciones en su transporte, así como inventarios de 
vertidos contaminantes (CAS, 2013).
Dentro del amplio espectro de compuestos químicos disponibles en el mercado encon-
tramos plaguicidas, detergentes, productos industriales, aditivos alimentarios, cosméticos, 
compuestos farmacéuticos, etc. Su empleo generalizado hace que, bien durante su fabrica-
ción, procesado y distribución, o bien debido a su uso y posterior eliminación, estos produc-
tos acaben siendo liberados al medio natural. Por ejemplo, en Norteamérica se vertieron al 
medio ambiente 5.7 millones de toneladas de contaminantes en el año 2006, de las que 1.8 
millones se correspondieron con sustancias consideradas persistentes, bioacumulables o tó-
xicas, 970 000 con sustancias carcinógenas o que se sospechaba que podían serlo y 857 000 
con sustancias que estaban consideradas como tóxicas para la reproducción o el desarrollo 
(UNEP, 2012). 
Uno de los primeros casos documentados acerca del impacto de la contaminación ambien-
tal sobre la salud humana tuvo lugar en los años 50, cuando comenzaron a aparecer afectados 
por la enfermedad de Minamata. Los vertidos industriales de mercurio en los ríos japoneses 
fueron transformados por la actividad microbiana en metilmercurio, que se incorporó a huma-
nos desde el pescado a través de la cadena alimentaria, causando un síndrome neurológico 
caracterizado por convulsiones, inconsciencia, alteraciones mentales y coma (Repetto et al., 
2008a). Sin embargo, no fue hasta la década siguiente cuanto tuvieron lugar las primeras lla-
madas de atención sobre el alcance global del deterioro ambiental y su impacto para la salud 
humana. En 1962 Rachel Carson publica “Primavera Silenciosa”, libro de gran impacto inter-
nacional que advierte de los riesgos derivados del uso abusivo de fertilizantes y pesticidas. Las 
evidencias expuestas por Carson a partir de sus investigaciones científicas fueron demoledo-
ras. «Nosotros nos sentimos adecuadamente impresionados por los efectos genéticos de la 





los productos químicos que diseminamos ampliamente a nuestro alrededor?», se preguntaba 
en esta obra. La importante polémica generada por el best seller culminó con la prohibición en 
1972 del DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), por considerarlo un potencial cancerígeno para el 
hombre (ATSDR, 2002a).
Desde entonces, los estudios epidemiológicos no han hecho sino reforzar la idea de que 
la presencia ubicua de agentes químicos tiene graves repercusiones sobre nuestra salud y 
la de nuestro entorno. Son cada vez más los resultados que indican una posible correlación 
entre la contaminación ambiental y determinadas patologías humanas, entre las que desta-
can dolencias de tipo respiratorio (Sunyer et al., 2006), inmunodepresión severa y alergias 
(Jalava et al., 2007; Edwards y Myers, 2007), así como ciertas patologías neurodegenerati-
vas. Tal es el caso de las enfermedades de Parkinson y de Alzheimer, que han sido relacio-
nadas con la exposición a pesticidas (Brown et al., 2006; Ascherio et al., 2006) y metales, 
respectivamente (Wu et al., 2008; Rodella et al., 2008). Asimismo, existen datos tanto ex-
perimentales como epidemiológicos que asocian la exposición continua a sustancias quími-
cas de uso cotidiano (plastificantes, pesticidas, pirorretardantes, etc.) con alteraciones del 
sistema endocrino y del aparato reproductor de diferentes grupos taxonómicos, incluyendo 
humanos (Colborn et al., 1993; Tyler et al., 1998; Oetken et al., 2004; Porte et al., 2006), así 
como con la inducción de algunos tipos de cáncer (Kortenkamp, 2006; Irigaray et al., 2007; 
Pogribny y Rusyn, 2012).
Ya en 2004 numerosos científicos e intelectuales, entre los que se encontraban varios pre-
mios Nobel, firmaron el conocido como “Llamamiento de París” en la conferencia internacional 
de la UNESCO “Cáncer, medio ambiente y sociedad”. Este documento advierte del impacto 
que tiene la contaminación química ambiental sobre la salud humana y declara lo siguiente 
(ARTAC, 2004):
• Artículo 1. El desarrollo de numerosas enfermedades actuales es consecuencia 
del deterioro del medio ambiente.
• Artículo 2. La contaminación química constituye una amenaza grave para la 
infancia y para la supervivencia del ser humano.
• Artículo 3. Estando en peligro nuestra salud, la de nuestros hijos y la de las 
generaciones futuras, es la misma especie la que está amenazada.
Por su parte, la Organización Mundial de la Salud (OMS) informó en 2011 de que en el mun-
do 4.9 millones de muertes (8.3% del total) y 86 millones de años de vida perdidos (DALYs, 
Disability-Adjusted Life Years) (5.7% del total) eran atribuibles a la exposición medioambiental 





1. EVALUACIÓN TOXICOLÓGICA DE SUSTANCIAS QUÍMICAS
El uso generalizado de compuestos sintéticos y la continua liberación de los mismos al me-
dio ambiente hace que las vías de exposición a productos potencialmente nocivos sean de lo 
más variado. Resulta considerablemente difícil predecir el impacto biológico real de la exposi-
ción a xenobióticos, ya que en la mayoría de las ocasiones las evaluaciones rutinarias previas 
a la comercialización de sustancias químicas no incluyen estudios toxicológicos exhaustivos 
(Bus y Becker, 2009), desconociéndose de este modo los mecanismos de acción tóxica con-
cretos o los problemas derivados de su presencia constante y persistente en el medio am-
biente. En este contexto, es de vital importancia encaminar nuestros esfuerzos hacia el estudio 
de los posibles efectos adversos de estas sustancias y profundizar en el conocimiento de los 
riesgos derivados de la exposición a las mismas. El abordaje científico de este grave problema 
debe combinar el empleo de análisis químicos sensibles que garanticen la detección rápida 
de sustancias tóxicas, tanto en muestras biológicas como en matrices ambientales, con el 
desarrollo de aproximaciones metodológicas eficaces para el estudio de sus posibles efectos 
nocivos (Hartung, 2009; Walker et al., 2012).
La evaluación toxicológica de compuestos químicos se ha basado históricamente en el 
empleo de ensayos in vivo, expresando la toxicidad en función de los efectos agudos provo-
cados por la acción de una única administración de la sustancia objeto de estudio (Andersen 
y Krewski, 2009; Krewski et al., 2010). Concretamente, la dosis letal media (LD50, Lethal 
Dose 50), equivalente a la cantidad de sustancia necesaria para producir la muerte del 50% 
de la población de animales de un ensayo, ha sido empleada tradicionalmente como valor 
de referencia para indicar la potencia de cualquier tipo de tóxico. Aunque en la actualidad 
diversos países han adoptado medidas para la prohibición de este método de ensayo y 
la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OECD, Organisation for 
Economic Co-operation and Development) abolió el requisito de la prueba en 2002, promul-
gando directivas que reducen significativamente el número de animales empleados (OECD, 
2001a,b, 2008), lo cierto es que el uso de vertebrados sigue formando parte habitual de la 
experimentación en Toxicología. Sólo en Europa, cerca del 10% de los 11.5 millones de ani-
males de experimentación utilizados en 2011 fueron empleados en estudios toxicológicos 
(Fig. 1) (EU, 2013).
Es evidente que la Toxicología no ha quedado al margen de los progresos científico-técni-
cos que han tenido lugar durante las últimas décadas. Así, esta ciencia se ha visto favorecida 
de forma muy notable con el desarrollo de disciplinas como la Biología celular y molecular, 
habiéndose incorporado nuevas técnicas que van desde el empleo del microscopio electróni-
co hasta la manipulación genética de los animales de experimentación, lo que ha tenido una 





cación de dianas se refiere. Sin embargo, el paradigma central de las pruebas de evaluación 
toxicológica se ha mantenido prácticamente sin cambios durante las últimas cinco décadas: 
la toxicidad de una sustancia química se determina en base a la medida de las respuestas 
adversas observadas en estudios de dosis altas con grupos homogéneos de animales de 
laboratorio (NRC, 2007).
FIGURA 1. Distribución de los animales de laboratorio utilizados en Europa en el año 2011 en función de los 
trabajos para los que fueron destinados (izquierda) y, de aquellos dirigidos a evaluaciones toxicológicas y otras 
evaluaciones de seguridad, porcentaje de animales empleados en base a distintos objetivos experimentales 
(derecha). Modificado de EU, 2013.
El hecho de que la determinación de los riesgos asociados a la exposición química am-
biental se base en la caracterización de los estados patológicos de animales de experimen-
tación expuestos a dosis muy superiores a las reales presenta ciertos inconvenientes, como 
el elevado coste y la larga duración de los experimentos, el sufrimiento infligido a los anima-
les, el factor de incertidumbre asociado a la extrapolación de los datos o la imposibilidad de 
disponer del número suficiente de animales para testar todos los compuestos que aparecen 
cada año (Krewski et al., 2009; Andersen et al., 2010). En respuesta a estas cuestiones, en 
2004 la Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. (EPA, Environmental Protection  Agency) 
encargó a un comité de la Academia Nacional de Ciencias revisar los métodos clásicos de 
evaluación de sustancias químicas y recomendar cambios basados en los avances en el 





terializó en un informe emitido en 2007 por el Consejo Nacional de Investigación de EE.UU. 
(NRC, National Research Council), titulado “Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and 
a Strategy”. Este informe, que tiene por objeto modernizar la visión de los ensayos de toxi-
cidad, propone un cambio de paradigma que proporcione las herramientas necesarias para 
hacer frente a los desafíos con los que se enfrenta actualmente la Toxicología (NRC, 2007; 











FIGURA 2. Componentes principales de los estudios toxicológicos: caracterización química de 
sustancias, estudio de las vías de toxicidad, aplicación de modelos dosis-respuesta y de extrapolación, 
y valoración de los datos procedentes de estudios epidemiológicos. Modificado de NRC, 2007.
El marco teórico de la nueva Toxicología tiene cuatro componentes principales: la ca-
racterización química de sustancias, el estudio de las vías de toxicidad, la aplicación de 
modelos dosis-respuesta y de extrapolación, y la valoración de los datos procedentes de 
estudios epidemiológicos (Fig. 2). La parte más trasformadora del nuevo paradigma se en-
cuentra en la naturaleza de las pruebas de toxicidad propuestas y en la manera en que los 
resultados de éstas se interpretan en el contexto de la Biología moderna. En su desarrollo, 
áreas como la Toxicogenómica, la Bioinformática o la Toxicología computacional tienen un 
papel fundamental, de forma que la combinación de técnicas de alto rendimiento in silico 
con una creciente variedad de ensayos in vitro terminará por reducir notablemente el uso de 
animales en las pruebas de toxicidad, ofreciendo procedimientos de ensayo más rápidos 
y económicos, así como datos más precisos que permitan realizar mejores evaluaciones 
de los riesgos asociados a la exposición a agentes químicos (NRC, 2007; Andersen et al., 





En paralelo al trabajo desarrollado por la comisión de la Academia Nacional de Ciencias 
estadounidense, en la Unión Europea han tenido lugar cambios regulatorios basados en la 
misma filosofía que la del informe del NRC. En 2007 entra en vigor una ambiciosa normativa 
conocida como REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals), 
encargada de regular en Europa la producción, la evaluación y el transporte de sustancias 
químicas. Parte de sus objetivos son mejorar la protección de la salud y el medio ambiente 
en materia de productos químicos y fomentar el uso de métodos alternativos para la valo-
ración del peligro de las sustancias, con el fin de reducir el número de ensayos realizados 
con animales (EU, 2006). En el año 2009 se aprueba el nuevo Reglamento europeo sobre 
productos cosméticos, cuya reciente entrada en vigor prohíbe la realización de experimentos 
con animales en la Unión Europea para productos acabados, ingredientes o combinaciones 
de ingredientes cosméticos. Prohíbe asimismo la comercialización en el mercado europeo 
de productos cuya formulación final haya sido objeto de experimentación con animales (EU, 
2009). Los intentos por limitar el empleo de animales en la investigación biomédica en general 
y en las pruebas de inocuidad de sustancias químicas en particular, también se han visto re-
flejados en la nueva Directiva relativa a la protección de los animales utilizados para fines cien-
tíficos (EU, 2010). Su texto insta a los Estados miembros a hacer uso, cuando sea posible, de 
un método o estrategia de ensayo científicamente satisfactorio que no conlleve la utilización 
de animales vivos, a reducir al mínimo el número de animales empleados en los proyectos y 
a eliminar o reducir cualquier posible dolor, sufrimiento o daño duradero a los animales. En 
definitiva, éste y los demás documentos ponen de manifiesto el gran protagonismo que pa-
san a tener los métodos alternativos en la investigación del siglo XXI, muy especialmente en 
el campo de la Toxicología.
1.1. MÉTODOS ALTERNATIVOS A LA EXPERIMENTACIÓN ANIMAL
Se definen como métodos alternativos todos aquellos procedimientos que pueden reem-
plazar completamente la necesidad de experimentación animal, reducir el número de animales 
requerido en un ensayo o refinar procedimientos ya existentes con el fin de disminuir el estrés 
o el sufrimiento infligido a éstos (Smyth, 1978). Este concepto se basa en el principio de las 
tres erres (3Rs) establecido por Russell y Burch, bajo el que subyace la filosofía de dispensar 
un trato humano a los animales de experimentación como prerrequisito para la obtención de 
resultados científicamente válidos (Russell y Burch, 1959). Los campos más importantes en 
los que se sitúan los métodos alternativos son la educación, la investigación biomédica y la 
valoración de la toxicidad de los compuestos químicos (Repetto y Repetto, 1995). El conjunto 
de técnicas agrupadas bajo este término puede subdividirse en tres categorías, en función de 





• Métodos de reducción. Aplicación de estrategias que permitan disminuir 
el número de animales empleados en los ensayos, realizando diseños 
experimentales adecuados y estudios estadísticos apropiados. 
• Métodos de refinamiento. Procedimientos que permitan mejorar las 
condiciones de vida de los animales de experimentación y la eficacia de los 
métodos aplicados.
• Métodos de reemplazo. Sustitución de ensayos llevados a cabo con 
vertebrados por métodos que empleen material no sensitivo, entendiendo por 
‘no sensitivo’ los modelos computacionales, los ensayos in vitro con células, 
órganos o explantes y los ensayos con organismos menos desarrollados, 
como microorganismos o invertebrados.
Las alternativas de reducción y refinamiento están muy relacionadas con el perfecciona-
miento del diseño experimental, de forma que la disponibilidad de información previa, la defi-
nición de los objetivos, y el correcto análisis de los resultados eviten la repetición innecesaria 
de experimentos. Las alternativas de reemplazo son las que representan verdaderamente el 
espíritu de las 3Rs. En la actualidad se dispone de un gran número de procedimientos que 
evitan el uso de animales de laboratorio, como los modelos computarizados de predicción, 
denominados in silico, capaces de relacionar cuantitativamente la estructura química y la ac-
tividad biológica de sustancias químicas (QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationship). 
Éstos ofrecen predicciones razonablemente fiables sobre la actividad biológica de los com-
puestos y se usan de manera habitual en el diseño de nuevos fármacos (Pearl et al., 2001). 
También forman parte de los procedimientos de reemplazo los organismos de menor sensi-
bilidad, como bacterias, plantas o invertebrados, ampliamente utilizados en los estudios de 
ecotoxicología, así como los métodos que aun haciendo uso de vertebrados (anfibios, reptiles 
o aves), lo hacen en etapas tempranas de su desarrollo (Repetto y Repetto, 1995; Castaño y 
Repetto, 2008).
Sin embargo, los representantes con mayor entidad dentro de las alternativas de reempla-
zo son los denominados ensayos in vitro, que contemplan el empleo de órganos, explantes, 
cultivos primarios y/o líneas celulares. Los ensayos in vitro son, por definición, una simplifica-
ción de la realidad, por lo que la información que son capaces de proporcionar es parcial en 
ocasiones. Por este motivo, la utilización de este tipo de sistemas requiere un importante es-
fuerzo en el desarrollo de ensayos suficientemente sensibles y que demuestren una buena co-
rrelación con las aproximaciones in vivo a las que pretenden sustituir (Garle et al., 1994). Para 
ello resulta necesaria la aplicación de estrategias de ensayo inteligentes que, combinadas con 





(Fernández Freire et al., 2009). Con independencia de las consideraciones éticas, los modelos 
in vitro presentan ciertas ventajas con respecto a los métodos in vivo, como la mayor homo-
geneidad del material empleado, un mejor control de los parámetros de experimentación, una 
menor duración de los ensayos, la rapidez en la obtención de los resultados o la necesidad de 
menores cantidades del compuesto a ensayar. Desde una perspectiva mecanicista resultan 
idóneos, ya que permiten abarcar un amplio número de respuestas (mutagenicidad, carcino-
genicidad, mortalidad, etc.) sin tener en cuenta las interferencias debidas a los factores sisté-
micos, lo que facilita la elaboración de perfiles toxicológicos y el estudio de los mecanismos de 
acción (Repetto y Repetto, 2009).
1.2. LÍNEAS CELULARES COMO MODELO EN TOXICOLOGÍA
Aunque existe una amplia gama de sistemas experimentales para investigar las consecuen-
cias derivadas de la exposición a productos químicos, los cultivos celulares constituyen proba-
blemente el mejor compromiso entre la aproximación reduccionista in vitro y la predicción de la 
toxicidad en humanos (Eisenbrand et al., 2002; Gennari et al., 2004). La adaptación de técni-
cas procedentes del campo de la Biología celular no es una práctica novedosa en Toxicología, 
ya que lleva utilizándose de manera más o menos extensiva desde los años 80 (Zucco et al., 
2004). Esta larga trayectoria hace posible que hoy en día contemos con una amplia variedad 
de metodologías que pueden aplicarse a diferentes tipos de estudios toxicológicos.
Dentro de los distintos tipos de cultivo, las líneas celulares establecidas representan un 
modelo alternativo atractivo que posibilita la obtención de resultados muy reproducibles. Las 
células inmortalizadas ofrecen gran homogeneidad muestral y son de fácil mantenimiento y 
manipulación, lo que permite tener bajo control todas las condiciones de crecimiento del cul-
tivo (temperatura, pH, humedad, composición del medio de cultivo) y realizar diseños experi-
mentales muy versátiles que combinen la evaluación de grandes rangos de concentración con 
múltiples tiempos de exposición (Austin y Mothersill, 2003; Barile, 2008). Como contrapartida, 
estos cultivos con crecimiento ilimitado terminan por perder algunas de las características di-
ferenciales del tejido de origen por un proceso de desdiferenciación, lo que afecta fundamen-
talmente a su metabolismo secundario (Anderson et al., 1998; Guillouzo, 1998).
Los estudios llevados a cabo en sistemas celulares suponen una aproximación en la que 
la unidad de estudio es la célula en lugar del organismo. De este modo, los efectos tóxicos 
que se producirían en un animal completo se transforman en alteraciones de las funciones 
celulares básicas (Walum, 1998). A pesar de que no puede realizarse una extrapolación di-
recta entre los resultados obtenidos en ensayos in vitro y los organismos completos, cada 
vez son más numerosos los estudios que muestran una buena correlación entre pruebas de 





valores de concentración efectiva media (EC50, Effective Concentration 50), concentración 
que produce el 50% del efecto observado, se correlacionan adecuadamente con los datos 
de LD50 obtenidos en ensayos de toxicidad aguda con roedores (Clemedson et al., 2002; 
Gennari et al., 2004; Leist et al., 2008). Esto se debe a que, a pesar de su alto grado de or-
ganización estructural y funcional, los organismos multicelulares reaccionan a los cambios 
ambientales en última instancia a nivel de las células, que son las unidades fundamentales de 
organización biológica. 
Las líneas celulares de mamífero son las más utilizadas en la actualidad en las pruebas de 
citotoxicidad (Zucco et al., 2004) y diversos trabajos enfatizan la importancia de las de líneas 
de origen humano como herramienta para estudiar las relaciones dosis-respuesta, definir rutas 
de daño y dilucidar los mecanismos de acción tóxica de sustancias potencialmente nocivas 
para la salud humana (NRC, 2007; Andersen et al., 2010; Bhattacharya et al., 2011).
Se define citotoxicidad como los efectos adversos o interferencias con estructuras y/o 
propiedades esenciales para la supervivencia, la proliferación y/o la función celular, inclu-
yendo la integridad de la membrana plasmática y del citoesqueleto, el metabolismo, la sín-
tesis y degradación de constituyentes celulares, la regulación de iones y la división celular 
(Seibert et al., 1996). Algunas de estas dianas resultan ser más susceptibles que otras ante 
el daño producido por la exposición a xenobióticos, e incluso la sensibilidad de determi-
nados parámetros puede variar de forma significativa dependiendo del tipo celular, por lo 
que su adecuada monitorización resulta fundamental en este tipo de estudios. En cualquier 
caso, se trata de estructuras o procesos presentes en todos los tipos celulares y que parti-
cipan en las funciones vitales de las células, de tal modo que su alteración puede acarrear-
les graves consecuencias. 
Atendiendo a la especificidad del daño, los procesos citotóxicos pueden clasificarse en 
tres tipos principales (Ekwall, 1995; Walum, 1998). La citotoxicidad basal es la forma más 
elemental de toxicidad celular, implicando la alteración de al menos uno de los procesos o 
estructuras esenciales de la célula y cuya sensibilidad es similar en todos los tipos celulares, 
independientemente de su origen. La citotoxicidad selectiva refleja un daño organoespecífi-
co como consecuencia de procesos de biotransformación, unión específica a receptores o 
mecanismos específicos de incorporación, de forma que determinados tipos celulares con 
fenotipos más diferenciados muestran una mayor sensibilidad a los efectos de un compues-
to tóxico. La toxicidad específica de función celular afecta a procesos intercelulares que no 
tienen por qué ser vitales para las células pero sí lo son para el organismo completo, como 
por ejemplo la producción y/o liberación de hormonas u otras moléculas de señalización. La 
mayoría de compuestos químicos reflejan su toxicidad a nivel basal, ya que en última instan-





del compuesto con las diferentes estructuras subcelulares (Ekwall, 1995; Eisenbrand et al., 
2002). Esta circunstancia sitúa a la citotoxicidad basal como punto de referencia esencial en 
los estudios de toxicidad. 
El objetivo de las pruebas de toxicidad con líneas celulares no queda limitado al estudio 
de los casos extremos de toxicidad aguda. Desde el punto de vista toxicológico, la valora-
ción de los efectos adversos, entendidos como los cambios bioquímicos o morfológicos que 
tienen lugar en una célula como consecuencia del daño producido por un agente nocivo y 
que se traducen en un deterioro de su capacidad funcional, resultan de gran interés a la hora 
de determinar dianas subcelulares preferentes, definir perfiles toxicológicos y relaciones de 
dosis-dependencia, así como establecer los mecanismos de muerte celular. Sin embargo, a 
la hora de conseguir información sobre la actividad biológica de un compuesto y determinar 
su mecanismo de acción, resultan interesantes aproximaciones en las que las condiciones 
de exposición no conduzcan al deterioro generalizado de las funciones celulares, de forma 
que la ausencia de efectos tóxicos evidentes permita valorar las respuestas adaptativas de 
las células (Keller et al., 2012). Estas aproximaciones son, además, mucho más realistas, 
dado que en el contexto de la exposición ambiental a agentes químicos rara vez nos en-
contramos ante situaciones equiparables a una intoxicación aguda. Por tanto, el estudio de 
los mecanismos de adaptación a ambientes estresantes es una buena base para abordar 
los problemas de salud ambiental y realizar una evaluación adecuada del riesgo toxicológico 
(Roggen, 2011).
Las células responden a los factores exógenos, como los xenobióticos, el calor o la radia-
ción, a través de una serie de rutas específicas de respuesta a estrés que tratan de mitigar el 
daño y mantener o restablecer la homeostasis. Estas vías están presentes en todos los tipos 
de células y se activan a niveles de exposición significativamente más bajos que los que cau-
san lesiones celulares observables, por lo que pueden considerarse como la primera señal de 
toxicidad y utilizarse como un marcador temprano de potenciales estados patológicos (Kültz, 
2005; Simmons et al., 2009). En este sentido, las nuevas tendencias en Toxicología se mueven 
en la dirección de acercarse a un enfoque basado en el estudio de las perturbaciones de esas 
rutas, utilizando ensayos in vitro bien diseñados. El objetivo de los estudios sería determinar 
las denominadas “rutas de toxicidad”, que son en último término las vías de señalización que 
se activan ante la alteración de la homeostasis celular y que conducen a efectos nocivos si 
la duración o la intensidad del estímulo que las activa es excesiva (Boekelheide y Andersen, 
2010; NRC, 2007) (Fig. 3). 
Las rutas principales de respuesta a estrés que se activan para mantener la homeostasis o 
tomar decisiones específicas de destino celular, como la apoptosis, son relativamente limita-





estrés del retículo endoplásmico o la respuesta de daño al ADN (Simmons et al., 2009). Todas 
ellas presentan un patrón común que consiste en un sensor que detecta la señal, un transduc-
tor que la amplifica e integra y un efector, normalmente un factor de transcripción, que ejecuta 
la respuesta modificando la actividad transcripcional de los genes. De forma general, los sen-
sores y los efectores son característicos de una vía, mientras que los transductores pueden ser 
comunes a varias de ellas, de manera que un mismo estímulo puede activar simultáneamente 
varias rutas (Kültz, 2005; Bhattacharya et al., 2011). El estudio de la variación de la expresión 
génica de sensores y efectores puede ayudar a caracterizar la vía que preferentemente activó 
un agente concreto, representando una herramienta útil a la hora de determinar su posible 
mecanismo de acción.
FIGURA 3. Etapas en la respuesta celular a estrés y a los estímulos nocivos. 
Modificado de Kumar et al., 2009.
Es importante señalar que, mientas la citotoxicidad basal no difiere significativamente entre 
unos tipos celulares y otros (Ekwall y Ekwall, 1988; Ekwall, 1995), la capacidad de respuesta a 
estrés depende de la expresión de múltiples factores, siendo por tanto específica de cada tipo 
celular. En este sentido, la intensidad y el alcance de las respuestas pueden variar entre células 
con fondos genéticos distintos o verse afectados por las características físico-químicas del 
entorno o el momento del ciclo celular de una célula en particular (Kültz, 2005). Sin embargo, 
se trata de procesos muy conservados que se activan por una amplia variedad de factores de 





perspectiva toxicológica, estas dos características convierten a las rutas de respuesta a estrés 
en una diana de estudio muy interesante. Además, su activación ante condiciones de exposi-
ción no severas representa una señal temprana de daño, indicativa de posibles lesiones celu-
lares irreversibles en caso de verse incrementada la concentración o el tiempo de exposición al 
agente nocivo. Podrían ser, por tanto, un factor clave que delimite el nivel sin efecto observable 


















FIGURA 4. Curva dosis-respuesta estándar. Se representan parámetros de relevancia 
toxicológica, como el nivel sin efecto obervado (NOEL, No Observed Effect Level), el 
menor nivel con efecto observable (LOEL, Least Observable Effect Level) y la concentración 
efectiva que causa el 50% del efecto máximo (EC50, Effective Concentration 50).
1.3. CRITERIOS GENERALES SOBRE EL DISEÑO DE      
EXPERIMENTOS EN TOXICOLOGÍA
La evaluación toxicológica de una sustancia se fundamenta en la observación de los efec-
tos adversos que produce, por lo que resulta esencial disponer de métodos que eviten que 
dichos efectos pasen inadvertidos. En este sentido, la experimentación toxicológica se centra 
en la detección y cuantificación de las alteraciones inducidas por los agentes tóxicos, denomi-
nándose biomarcadores los parámetros en base a los que se determinan las modificaciones 
producidas a nivel génico, molecular, bioquímico o celular.
Los planteamientos en Toxicología experimental están orientados hacia la identificación de 
las estructuras químicas responsables de los efectos, el estudio de las condiciones que los 





distintos procesos biológicos. La configuración de un buen diseño experimental  supone uno 
de los puntos de mayor importancia a la hora de estimar la toxicidad de una sustancia. De ma-
nera general, éste debe atender al cumplimiento de cuatro objetivos principales (Bello y López 
de Cerain 2001):
• Definir la toxicidad intrínseca del tóxico.
• Establecer el peligro que representa la exposición al mismo.
• Averiguar la presencia de dianas o receptores específicos.
• Conocer los mecanismos implicados en sus efectos fisiopatológicos.
Para diseñar cualquier tipo de experimento en Toxicología es conveniente ajustarse a una 
serie de criterios de trabajo (Castaño y Repetto, 2008; Repetto y Repetto, 2009):
• Conocimiento de las propiedades físico-químicas de la sustancia a ensayar. 
Para que un agente químico produzca un efecto debe interaccionar de 
alguna manera con el  sustrato biológico, por lo que resulta esencial tener en 
consideración parámetros como la solubilidad, la polaridad o la capacidad del 
compuesto de formar agregados.
• Modelo biológico. Resulta esencial realizar una elección apropiada del material 
sobre el que se van a desarrollar los experimentos, pudiéndose elegir entre 
multitud de sistemas tanto in vivo como in vitro. En el caso concreto de las  
líneas celulares, es interesante tener en cuenta aspectos como el origen de 
las células, su disponibilidad, las características de crecimiento del cultivo y 
las necesidades específicas de cada tipo celular.
• Dosis a ensayar. Los efectos observados dependen de la concentración 
del tóxico, existiendo un nivel por debajo del cual no es posible detectar el 
efecto, un nivel por encima del cual aparecen efectos significativos en todos 
los parámetros analizados y niveles intermedios capaces de provocar efectos 
sólo en algunos parámetros concretos.
• Duración del experimento. Los efectos pueden aparecer de forma inmediata 
como consecuencia de la exposición a niveles elevados de un agente químico. 
Sin embargo, en ocasiones estos efectos pueden aparecer de forma retardada 






En relación con estos principios generales de abordaje metodológico hay que señalar 
dos observaciones (Bello y López de Cerain, 2001): 1) las pruebas de laboratorio han de 
ser contempladas desde un punto de vista cuantitativo, aun cuando la prueba sea de 
carácter cualitativo, resultando fundamental el empleo de herramientas estadísticas para 
garantizar la validez de los datos obtenidos; 2) la interpretación de los resultados debe 
realizarse cuidadosamente, teniendo en consideración el carácter multidisciplinar de toda 
evaluación toxicológica.
Otro aspecto importante a tener en cuenta cuando se realizan los diseños experimentales 
son los biomarcadores de toxicidad, que deben seleccionarse antes de comenzar los experi-
mentos teniendo en consideración tanto la secuencia habitual de modificación de los indica-
dores como ciertas características que posibilitan su correcta detección (Repetto y Repetto, 
2009). Por ejemplo, la variación del estado redox de una célula por acción de un compuesto 
puede detectarse en pocas horas, mientras que los efectos sobre el ciclo celular no pueden 
valorarse hasta transcurrido un periodo de tiempo mayor. 
Distintas directrices recogen las dianas celulares prioritarias para llevar a cabo una eva-
luación in vitro eficaz de la citotoxicidad de productos químicos (ECVAM, 2002; NIH, 2003). 
En todas ellas se propone un abordaje experimental escalonado en el cual, una vez selec-
cionado adecuadamente el tipo celular y el tiempo de exposición, se han de emplear mé-
todos que analicen procesos tales como la integridad de membranas, el citoesqueleto, el 
metabolismo y la proliferación celular (Fig. 5). Es evidente que la relevancia de la información 
obtenida a partir de estos ensayos depende en gran medida del sistema experimental y de 
las técnicas utilizadas (Gómez-Lechon y Castell, 1995). En este sentido, nuestra experien-
cia previa determinando la citotoxicidad de contaminantes ambientales de diversos grupos 
químicos (Fernández Freire et al., 2005, 2008; Labrador et al., 2007; Pérez Martín et al., 
2008) nos ha demostrado que la mejor aproximación a este tipo de estudios es la combi-
nación de ensayos bioquímicos y morfológicos, que ofrecen información complementaria 
y consistente sobre el estado real de los cultivos analizados (Fernández Freire et al., 2009; 
Hazen et al., 2010).
La evaluación de procesos bioquímicos mediante ensayos de citotoxicidad cuenta en la 
actualidad con un amplio número de ensayos disponibles. Por un lado, la inhibición de la 
proliferación celular se puede determinar mediante la cuantificación del número de células, la 
cantidad de proteína total y/o el contenido de ADN. Por otro lado, la viabilidad celular puede 
determinarse mediante marcadores metabólicos, como la reducción mitocondrial de sales de 
tetrazolio, o a partir de parámetros relacionados con la integridad de las membranas, tales 
como la captación de rojo neutro, la exclusión de azul tripán o la pérdida de adhesión celular 





de cuantificación espectrofotométrica de alta capacidad adaptados al trabajo con cultivos ce-
lulares en placas multipocillo ha agilizado sobremanera la medida de todos estos parámetros, 
ofreciendo resultados rápidos y fiables.
FIGURA 5. Principales dianas celulares en la evaluación in vitro de la citotoxicidad de productos químicos. 
Modificado de Kumar et al., 2009.
En cuanto a las pruebas morfológicas, el empleo de cultivos celulares permite llevar a cabo 
análisis muy detallados de múltiples procesos y estructuras subcelulares, aunque resulta ne-
cesario destacar que la calidad y la cantidad de la información obtenida a partir de esta clase 
parámetros depende en gran medida del tipo celular con el que se trabaje y de las técnicas 
de microscopía disponibles (Hazen et al., 2010). Los nuevos métodos de marcaje de células 
vivas, junto con el desarrollo de microscopios automatizados o confocales y de las técnicas 
de análisis de imagen, han propiciado un nuevo auge de la microscopía óptica, a la cual ya se 
le saca partido en campos como el desarrollo de nuevos fármacos  (Stephens y Allan, 2003; 
Lang et al., 2006; Pepperkok y Ellenberg, 2006).
En los últimos años, impulsadas por los avances tecnológicos derivados del Proyecto 
Genoma Humano, se han desarrollado nuevas metodologías denominadas genéricamente 
“-ómicas” que han marcado nuevas fronteras en la investigación biomédica. En este sentido, 
la Toxicología se ha beneficiado extraordinariamente del desarrollo reciente de la tecnología 
de microarrays de ADN, herramienta muy potente que permite investigar de forma amplia las 
respuestas celulares a través de los cambios transcripcionales que tienen lugar en los genes. 





entender los efectos deletéreos provocados por los agentes tóxicos y constituye la piedra an-
gular de las futuras estrategias de prevención de riesgos (Nuwaysir et al., 1999; Cunningham, 
2006). Cabe señalar que estas técnicas forman parte de los denominados métodos de criba-
do de alto rendimiento (u-HTS, ultra-high throughput screening methods) y que, como tales, 
proporcionan una formidable cantidad de información, lo que requiere un complejo procesado 
informático posterior que en ocasiones resulta difícil de interpretar.
La correcta combinación de técnicas toxicológicas clásicas con los métodos in vitro e in 
 silico y las novedosas metodologías -ómicas constituye en la actualidad la mejor estrategia 
para hacer frente a los desafíos con los que se enfrenta la Toxicología moderna, que debe con-
ciliar la urgente necesidad de evaluar el creciente número de sustancias químicas presentes en 
nuestro entorno con las exigencias relativas a la reducción del número de animales de experi-
mentación y la obtención de datos consistentes sobre los efectos nocivos de estas sustancias 
(Leist et al., 2008; Andersen et al., 2010; Liebsch et al., 2011).
De los miles de productos que entran constantemente en el medio ambiente como conse-
cuencia de la actividad humana, los compuestos orgánicos persistentes (COPs) y los metales 
pesados eran considerados hasta hace unos años contaminantes prioritarios en lo que al 
riesgo para la salud y el medio ambiente se refiere. Sin embargo, el reciente desarrollo e im-
plantación de métodos de análisis más sensibles ha permitido alertar de la presencia de otros 
contaminantes potencialmente peligrosos y que han sido definidos como “emergentes” por la 
Organización Mundial de la Salud, la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos y la 
Comisión Europea. 
2. CONTAMINANTES EMERGENTES
Se definen como emergentes todos aquellos contaminantes previamente desconocidos o 
no reconocidos como tales y que hasta hace poco no estaban incluidos en los programas de 
vigilancia ambiental (Petrovic et al., 2008). Se trata de compuestos de naturaleza química muy 
variada y que forman parte de una amplia variedad de productos de uso diario, con aplicaciones 
tanto industriales como domésticas, entre los que se incluyen fármacos y productos de cuidado 
personal, drogas de abuso, pirorretardantes bromados, compuestos perfluorados, parafinas 
cloradas, ésteres de ftalatos y nanomateriales (Lapworth et al., 2012; Stuart et al., 2012). Estos 
compuestos se encuentran ampliamente diseminados en el ambiente, siendo especialmente 
alarmante su detección en fuentes de abastecimiento de agua, aguas subterráneas e incluso 
aguas de consumo. Este hecho los ha convertido en motivo de preocupación para la comuni-
dad científica y los organismos reguladores (Eggen et al., 2010; Murray et al., 2010), hasta el 





El impacto que tienen estos compuestos sobre la salud pública y el medio ambiente se 
debe en gran medida a dos factores: a) su elevada producción y los altos niveles de con-
sumo, características que hacen que no necesiten ser persistentes para ocasionar efectos 
negativos por ser introducidos de manera continua en nuestro entorno; y b) su incomple-
ta eliminación en las estaciones depuradoras de aguas residuales (Petrovic, 2003). En la 
mayoría de las ocasiones estos compuestos han sido diseñados para tener una larga vida 
media y, en el caso de los fármacos, para ser degradados por rutas metabólicas muy es-
pecíficas. De hecho, estudios recientes realizados en plantas depuradoras antes y después 
de los tratamientos demuestran que los métodos de eliminación convencionales no siempre 
son eficaces e incluso pueden producir la acumulación de alguno de estos compuestos 
(Miège et al., 2008). 
A pesar de los importantes esfuerzos que se están llevando a cabo, actualmente se 
cuenta con un número bastante limitado de datos toxicológicos y ecotoxicológicos para la 
mayoría de los contaminantes catalogados como emergentes (Petrovic, 2003; Petrovic et 
al., 2008). Esto dificulta considerablemente la posibilidad de realizar una valoración real del 
riesgo que a medio y largo plazo supone su presencia en los ecosistemas, así como de los 
problemas derivados de la exposición continua e involuntaria a la que los seres humanos 
se encuentran sometidos. Por ello, resulta esencial obtener información adecuada acerca 
de este nuevo problema de contaminación ambiental, con el fin de que los contaminantes 
emergentes puedan ser incluidos en los programas de vigilancia toxicológica. Los aspectos 
que requieren una investigación más urgente son el estudio de las fuentes de entrada en el 
medio ambiente y las vías de exposición en humanos, los niveles en agua, aire y suelos, su 
destino en el medio ambiente y datos acerca de su potencial toxicidad (Barceló y López de 
Alda, 2008; Petrovic et al., 2008). En opinión de algunos científicos la problemática ambiental 
asociada a estos compuestos puede alcanzar dimensiones comparables a la provocada por 
el DDT, los bifenilos policlorados, las dioxinas y otros contaminantes clásicos.
Las investigaciones realizadas en los últimos años han terminado por tener una importante 
repercusión en el marco legal, de forma que compuestos que hasta el momento habían pasa-
do inadvertidos aparecen ya indexados en las listas de sustancias de muy alta preocupación. 
Sin embargo, el control al que está sometido este grupo de productos todavía se encuen-
tra muy por debajo de los niveles de regulación existentes para otros contaminantes más 
clásicos. Entre las clases de contaminantes emergentes que demandan una atención más 
urgente, debido a su gran ubicuidad y a la falta de información sobre sus efectos tóxicos, se 
encuentran los plastificantes, los fármacos y productos de cuidado personal, y los tensioac-
tivos perfluorados. Los compuestos seleccionados para la realización del presente trabajo 






2.1. PLASTIFICANTES. EL DI (2-ETILHEXIL) FTALATO
Los plastificantes son compuestos inertes de baja volatilidad que se incorporan a distintos 
materiales, plástico y hormigón principalmente, para incrementar su flexibilidad, elasticidad, 
resistencia y/o maleabilidad. Los ésteres de ftalato son los plastificantes de uso industrial más 
utilizados, con una cuota de mercado del 70% y una producción mundial de 3 millones de to-
neladas al año (Hartemann et al., 2011). Como consecuencia, se hallan entre los contaminan-
tes ambientales más abundantes y extendidos. Concretamente, el di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), 
también conocido como dioctil ftalato, es el plastificante más usado en el mundo y también 
el más empleado en la fabricación de dispositivos de uso médico (FDA, 2002; NTP-CERHR, 
2006). Aunque su aplicación más destacada es la de aditivo del policloruro de vinilo (PVC), 
también aparece formando parte de productos cosméticos, envases alimentarios, embalajes, 
calzado, cables eléctricos, pavimentos y juguetes infantiles, entre otros (ATSDR, 2002b; Horn 
et al., 2004; Lopez-Espinosa et al., 2007) (Fig. 6).
FIGURA 6. Ejemplos de materiales plásticos que incorporan DEHP en su composición. De izquierda a derecha, 
bolsas para la transfusión de sangre, botellas y cables eléctricos.
El DEHP se lixivia con facilidad de los materiales plásticos que lo contienen, ya que no está 
químicamente enlazado a su matriz polimérica, lo que se traduce en la exposición constante 
de la población general a través de la ingesta, la inhalación y la absorción dérmica (Heudorf 
et al., 2007). De hecho, este compuesto y sus metabolitos se han detectado en multitud de 
muestras de origen humano, entre las que se incluyen plasma, orina, leche materna, sangre 
de cordón umbilical y líquido amniótico (Silva et al., 2004; Högberg et al., 2008; Wittassek et 
al., 2011),  lo que sugiere que la exposición a este plastificante puede comenzar ya desde la 
etapa intrauterina.
Debido a su presencia ubicua en el medio acuático y terrestre y a las posibles consecuen-





toxicológicos, tanto in vivo como in vitro (Caldwell, 2012; Rusyn y Corton, 2012; Magdouli et 
al., 2013). Existen evidencias suficientes de que la administración de este compuesto a roedo-
res puede relacionarse directamente con efectos tóxicos en hígado y riñón (Woodward, 1990; 
David et al., 2000a,b; Kamijo et al., 2007), así como en aparato respiratorio (Magliozzi et al., 
2003), aunque lo que ha despertado mayor interés es la posible asociación entre la exposición 
repetida a DEHP y los efectos perjudiciales para la reproducción y el desarrollo (Latini et al., 
2008; Matsumoto et al., 2008; Lyche et al., 2009). A pesar de que no se dispone de informa-
ción suficiente en humanos, los datos existentes demuestran la capacidad del DEHP de alterar 
parámetros reproductivos actuando como un alterador endocrino (Lovekamp-Swan y Davis, 
2003; Akingbemi et al., 2004; Sharpe y Irvine, 2004), evidencias que han llevado a considerar-
lo un posible tóxico para la reproducción y a incluirlo en el listado de sustancias de muy alta 
preocupación de la Agencia Europea de Sustancias Químicas (ECHA, European Chemicals 
Agency) (ECHA, 2008).
El riesgo carcinogénico del compuesto, que ha sido motivo de controversia debido a la in-
certidumbre derivada de la extrapolación de datos desde roedores a humanos (Ito y  Nakajima, 
2008), también ha sido objeto de considerable atención. A pesar de la falta de evidencias 
epidemiológicas, el DEHP ha sido clasificado por la Agencia Internacional para la Investigación 
sobre el Cáncer (IARC, International Agency for Research on Cancer) como posible carcinóge-
no para los humanos (Grupo 2B) (IARC, 2012).
En los últimos años, una serie de hallazgos epidemiológicos y experimentales han planteado 
nuevas preocupaciones sobre los posibles efectos adversos para la salud humana asociados 
con la exposición a DEHP. Al igual que en el caso de otros contaminantes ambientales, se ha 
documentado que este plastificante puede tener efectos sobre la homeostasis metabólica, au-
mentando el riesgo de padecer obesidad y diabetes tipo II, relacionada esta última con la induc-
ción de resistencia a insulina (Hatch et al., 2010; Svensson et al., 2011; Tang-Péronard et al., 
2011). En cualquier caso, sigue existiendo una gran controversia acerca del perfil toxicológico del 
DEHP, su modo de acción y los posibles riesgos para la salud humana y la de los ecosistemas.
2.2. FÁRMACOS Y PRODUCTOS DE CUIDADO PERSONAL. EL TRICLOSÁN
De todos los contaminantes emergentes, los que posiblemente han sido objeto de más 
estudios en los últimos años son los fármacos y productos de cuidado personal (PPCPs, 
Pharmaceutical and Personal Care Products). La presencia en el medio ambiente de este tipo 
de compuestos pasó desapercibida hasta la publicación a finales de los años 90 de un trabajo 
pionero de Daughton y Ternes, en el que quedó patente que el problema de la contamina-
ción por fármacos alcanzaba dimensiones comparables al de los pesticidas organoclorados 





Dentro del grupo de los PPCPs encontramos medicamentos de familias muy diversas, 
como antiinflamatorios, antiepilépticos, antibióticos y β-bloqueantes, así como sustan-
cias empleadas como aditivos en cosméticos, productos de higiene personal y alimentos 
( Daughton y Ternes, 1999; Jones et al., 2001). Aunque la mayoría de los PPCPs están di-
señados para ejercer acciones concretas sobre dianas terapéuticas específicas y muchos 
de ellos resultan ser sustancias de baja toxicidad según los análisis tradicionales, en la 
mayoría de las ocasiones se desconocen sus mecanismos de acción tóxica, su potencial 
toxicidad para órganos u organismos no diana y, especialmente, los problemas derivados 
de la exposición crónica a la que estamos sometidos (Fent et al., 2006; Brausch et al., 
2012). En cuanto a las vías de exposición a este tipo de compuestos es importante señalar 
que, en lo que a la administración voluntaria se refiere, la población general está cada vez 
más sensibilizada con el consumo responsable de fármacos, quedando éste parcialmente 
restringido por la prescripción facultativa. Esta situación no es aplicable a los productos 
de cuidado personal, en cuyas formulaciones encontramos gran cantidad de aditivos quí-
micos a los que nos exponemos diariamente por múltiples vías y, en la mayoría de las 
ocasiones, de forma totalmente inadvertida. También es importante señalar que, fruto de 
ese uso continuado, estas sustancias se detectan en el ambiente con más frecuencia y 
en concentraciones mayores que los fármacos, representando el grupo de contaminantes 
ambientales más comúnmente detectado en aguas superficiales en el mundo (Ternes et al., 
2004; Peck, 2006; Brausch y Rand, 2011).
El 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol, conocido comercialmente como Irgasan® DP-300 o 
 triclosán (TCS), es un agente antimicrobiano de amplio espectro que se ha venido utilizando 
como conservante de forma habitual durante los últimos 40 años, estimándose su consumo 
global en 1500 toneladas anuales (Singer et al., 2002). Aparece en la composición de muchos 
productos cosméticos de uso cotidiano, como jabones, desodorantes, colutorios y dentífricos 
(Jones et al., 2000; Tan, 2002; Dann y Hontela, 2011), aunque también se utiliza como antisép-
tico en ropa deportiva, envases para alimentos, dispositivos de uso médico y juguetes, entre 
otros (Perencevich et al., 2001; EPA, 2010; Windler et al., 2013) (Fig. 7).
A pesar de que en los procesos de depuración se elimina entre el 80 y 90% (Bester, 2005; 
Ricart et al., 2010), el volumen de TCS vertido al medio ambiente es tan importante y cons-
tante que este compuesto se ha detectado en infinidad de compartimentos ambientales, 
siendo uno de los contaminantes más frecuentes en ecosistemas acuáticos (Kolpin et al., 
2002; Capdevielle et al., 2008; Dann y Hontela, 2011). Su presencia es también habitual en 
tejidos animales de distintas especies, especialmente peces (Adolfsson-Erici et al., 2002; 
Fair et al., 2009; Dann y Hontela, 2011), así como en muestras de origen humano, entre 
las que se incluyen orina, sangre y leche materna (Allmyr et al., 2006, 2008; Dayan, 2007; 





Su condición de contaminante ubicuo se ha convertido en motivo de gran preocupación 
para la comunidad científica, lo que ha derivado en los últimos años en un creciente núme-
ro de estudios acerca de sus propiedades tóxicas. Dado que los ecosistemas acuáticos 
constituyen el principal destino del TCS liberado al medio ambiente, gran parte de estos 
estudios se han llevado a cabo en protistas, invertebrados acuáticos y peces. Se sabe que 
este compuesto presenta una elevada toxicidad para los organismos que habitan este tipo 
de ecosistemas, especialmente para las algas verdes (Tatarazako et al., 2004), habiéndose 
publicado asimismo diversos trabajos que demuestran que tampoco es inocuo para otros 
grupos taxonómicos, entre los que se incluyen plantas superiores (Dann y Hontela, 2011; 
Herrero et al., 2012). 
FIGURA 7. Ejemplos de productos de uso cotidiano que contienen triclosán. De izquierda a derecha, pasta 
dentífrica, juguetes infantiles y jabón de manos.
Los efectos tóxicos del TCS en mamíferos se han evaluado principalmente en roedores, 
para los que se ha determinado una baja toxicidad aguda con valores de LD50 superiores 
a 1 g/Kg (Lyman y Furia, 1969; Kanetoshi et al., 1992). En cuanto a los efectos adversos 
asociados a exposiciones prolongadas al compuesto, se ha llamado la atención sobre su 
posible carcinogenicidad. A pesar de no contar con evidencias acerca de la genotoxicidad 
y/o mutagenicidad del TCS según los ensayos clásicos (Bhargava y Leonard, 1996; Rodricks 
et al., 2010), se ha podido observar el desarrollo de adenomas y carcinomas hepáticos en 
ensayos crónicos con ratones (Rodricks et al., 2010) y, asociados a su posible papel como 
disruptor endocrino, efectos sobre la proliferación celular en distintos modelos tanto in vivo 
como in vitro (Darbre, 2006; Gee et al., 2008; Rodríguez y Sanchez, 2010). En este sentido, 
cabe señalar que la gran similitud estructural del TCS con la hormona tiroidea o con conoci-
dos alteradores endocrinos como el bisfenol A se ha considerado una importante caracterís-
tica a tener en cuenta con respecto a la potencial capacidad del compuesto para alterar la 
homeostasis hormonal (Crofton et al., 2007; Allmyr et al., 2008). Así, múltiples estudios han 





distintas especies a concentraciones de relevancia ambiental (Foran et al., 2000; Rodríguez 
y Sanchez, 2010; Dann y Hontela, 2011). Sin embargo, se desconocen hasta la fecha los 
mecanismos subyacentes a estos efectos, así como el modo de acción del compuesto más 
allá de lo descrito en bacterias. 
2.3. TENSIOACTIVOS PERFLUORADOS. EL ÁCIDO PERFLUOROOCTANOICO
Los tensioactivos perfluorados son compuestos orgánicos emergentes que han sido em-
pleados masivamente durante los últimos 50 años, debido a su elevada resistencia mecánica y 
a su capacidad de repeler el agua, los lípidos y el polvo. Se utilizan en detergentes, disolventes, 
revestimientos plásticos y en la industria del teflón y el Gore-Tex® (Banks et al., 1994; Kissa, 
2001) (Fig. 8). Una de las características más importantes de estas moléculas es la gran esta-
bilidad de sus enlaces C-F, que les confiere una elevada resistencia a la hidrólisis, la fotólisis y 
la degradación microbiana (Banks et al., 1994). Esta inusual característica físico-química con-
vierte a estas sustancias en difícilmente biodegradables, lo que plantea amenazas tanto para 
el medio ambiente como para la salud humana (EPA, 2002).
Debido a su amplia distribución ambiental y a su elevada capacidad de bioacumulación, los 
tensioactivos perfluorados que suscitan mayor interés y preocupación son el sulfonato de per-
fluorooctano (PFOS) y el ácido perfluorooctanoico (PFOA) (EPA, 2009). A pesar de las llamadas 
de atención sobre el alcance de la contaminación por este tipo de compuestos, la producción 
mundial de PFOA alcanzaba en 2004 la cantidad de 1200 toneladas anuales, convirtiéndose 
así en la sustancia perfluoroalquilada más común en el mercado (Lau et al., 2007). Desde en-
tonces han sido muchos los esfuerzos encaminados a reducir las emisiones de este compues-
to, que ha terminado por ser incluido en el listado de sustancias de muy alta preocupación de 
la ECHA al ser considerado persistente, bioacumulable y tóxico (PBT), así como tóxico para la 
reproducción (ECHA, 2013).
El PFOA se ha podido detectar en multitud de muestras ambientales (Buck et al., 2011; Za-
reitalabad et al., 2013), en tejidos de animales de todo el mundo (Kannan et al., 2001, 2002; 
Giesy y Kannan, 2002) y en el suero de la mayor parte de la población humana (Kannan et al., 
2004; Olsen et al., 2005; Calafat et al., 2006). Los estudios indican que la vía más frecuente 
de exposición a PFOA es la ingestión, seguida de la inhalación y, en menor medida, la absor-
ción cutánea (Kudo y Kawashima, 2003; Haug et al., 2011). Una vez en el organismo, no se 
han observado indicios de que el compuesto sea metabolizado, siendo sus principales des-
tinos la sangre, el hígado, los riñones y los pulmones (Olsen et al., 2003; Maestri et al., 2006; 
 Kärrman et al., 2010; Fromme et al., 2010), y la orina su principal vía de excreción (Harada 
et al., 2005). Cabe señalar que la vida media del compuesto en nuestro organismo es de 2 a 





PFOA se transfiere al feto a través de la placenta (Gützkow et al., 2012), que los lactantes se 
exponen a concentraciones del compuesto mayores que los adultos (Kärrman et al., 2007; 
Tao et al., 2008; Fromme et al., 2009) y que la cantidad de sustancia acumulada aumenta con 
la edad (Haug et al., 2011).
FIGURA 8. Ejemplos de materiales para cuya fabricación se emplea PFOA. De izquierda a derecha, menaje 
antiadherente de cocina, prendas impermeables y revestimientos plásticos de equipos informáticos.
La mayoría de los estudios toxicológicos se han centrado en analizar los efectos del PFOA 
en animales de experimentación (Kennedy et al., 2004; Lau et al., 2007). Si bien las extensas 
investigaciones no sugieren una asociación consistente entre la exposición al compuesto y 
problemas significativos para la salud humana (Butenhoff et al., 2004; Steenland et al., 2010), 
diversos estudios en roedores indican que puede inducir toxicidad durante la gestación y el pe-
riodo postnatal (Hinderliter et al., 2005; Lau et al., 2006), suprimir la función del sistema inmune 
(Yang et al., 2002), provocar efectos neurotóxicos (Johansson et al., 2008) y causar distintas 
clases de tumores (Post et al., 2012). 
En cuanto a los estudios in vitro, resultados obtenidos en células tumorales (Mulkiewicz 
et al., 2007) y no tumorales (Fernández Freire et al., 2008) sugieren que el PFOA no es muy 
tóxico a nivel celular. Sin embargo, existen datos acerca de la capacidad de este compuesto 
de alterar el ciclo celular, inducir apoptosis y ejercer efectos genotóxicos en la línea celular de 
hepatoblastoma humano HepG2 (Panaretakis et al., 2001; Yao y Zhong, 2005), aunque su 










Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el presente estudio propone una estrategia 
integrada que pretende reproducir en el laboratorio condiciones experimentales que permitan 
obtener datos con un alto valor predictivo para la toxicidad en humanos. Para ello, planteamos 
un diseño metodológico que combina distintos tiempos de tratamiento con análisis 
multiparamétricos, empleando hasta cinco líneas celulares establecidas y tres contaminantes 
emergentes de interés.
El objetivo global de esta Tesis es caracterizar la idoneidad de distintas aproximaciones 
experimentales in vitro para obtener un conocimiento mecanicista de las respuestas 
celulares asociadas a la exposición a xenobióticos, que permitan realizar una valoración 
toxicológica completa encaminada a prevenir los riesgos asociados con la presencia ubicua 
de contaminantes ambientales.
Los objetivos concretos de este trabajo se detallan a continuación:
• Evaluar la citotoxicidad basal del di (2-etilhexil) ftalato en las líneas celulares 
HaCaT y Vero y determinar su mecanismo de acción tóxica.
• Determinar las respuestas celulares asociadas con la exposición prolongada a 
bajas dosis de triclosán en las líneas celulares HaCaT, MDA-MB-231 y MCF7.
• Evaluar la posible inducción de toxicidad retardada como consecuencia de la 


















Para llevar a cabo la investigación de esta tesis doctoral se realizó en primera instancia una 
búsqueda de compuestos con interés toxicológico que además cumplieran con las siguientes 
características:
• se consideraran contaminantes emergentes y se encontraran indexados en 
listas prioritarias de organismos internacionales para la evaluación de sus 
efectos medioambientales y sobre la salud;
• se contara con evidencias científicas que demuestran sus efectos adversos 
en distintos modelos experimentales, aunque se desconociera hasta la fecha 
su mecanismo de acción tóxica; y
• se encontraran presentes de forma habitual en muestras biológicas y productos 
de uso cotidiano.
En base a esto, los compuestos seleccionados para el presente trabajo fueron el di (2-etilhexil) 
ftalato (DEHP; Fluka, EE.UU.), el triclosán (TCS; Sigma, EE.UU.) y el ácido perfluorooctanoico 
(PFOA; Sigma). Las principales características físico-químicas de los mismos se detallan a 
continuación (Tabla 1):
DEHP TCS PFOA
Número CAS 117-81-7 3380-34-5 335-67-1
Molécula
Fórmula molecular C24H38O4 C12H7Cl3O2 C8HF15O2
Peso Molecular 390.56 g mol-1 289.54 g mol-1 414.09 g mol-1
Punto de fusión -55 °C 54 – 57.3 °C 54.3 °C
Punto de ebullición 384 °C 280 – 290 °C 192.4 °C
Solubilidad en agua 0.041 mg l-1 10 mg l-1 9.5·103 mg l-1
Log Kow 7.6 4.76 6.3





Las soluciones iniciales de los tres compuestos (Tabla 2) se esterilizaron por filtración 
mediante el empleo de filtros de 0.22 µm (Millipore®, EE.UU.), salvo aquellas preparadas en 
dimetilsulfóxido (DMSO), que se esterilizaron después de ser diluidas en medio de cultivo. La 
elaboración de las diluciones de uso se realizó en fresco a partir de las soluciones iniciales en 
medio de cultivo sin rojo fenol con suero al 2%, sin que la concentración del solvente superara 
en ningún caso el 0.5%.
Compuesto Solvente Solución inicial Rango
DEHP Etanol absoluto 10-1 M, 10-3 M 1-100 µM
TCS Etanol absoluto 10-2 M, 10-3 M y 10-5 M 1-30 µM y 0.25-2 µM
PFOA DMSO 10-1 M,1 M 10-500 µM
TABLA 2. Solventes, soluciones iniciales y rango de concentraciones evaluado de los tres 
compuestos analizados en este trabajo.
2. CULTIVOS CELULARES
2.1. LÍNEAS CELULARES
Para llevar a cabo el presente trabajo se seleccionaron cinco líneas celulares establecidas 
obtenidas de la  colección americana de cultivos tipo (ATCC®,  American Type Culture Collection) 
y del servicio de líneas celulares (CLS, Cell Line Service), de las cuales cuatro eran humanas 
(HaCaT, HeLa, MDA-MB-231, MCF7) y una de primate (Vero). Sus principales características 
se resumen a continuación:
• Las células HaCaT (Tabla 3) son una línea celular establecida procedente de 
queratinocitos humanos inmortalizados espontáneamente a partir de su in-
cubación a temperaturas altas y concentraciones bajas de Ca2+ en el medio 
de cultivo (Boukamp et al., 1988). Esta línea celular conserva la gran mayoría 
de las características de queratinocitos humanos primarios, manteniendo una 
adecuada síntesis de queratinas, así como un fenotipo epidérmico práctica-
mente normal, incluso después de más de 300 subcultivos (Boukamp et al., 
1997; Fusenig y Boukamp, 1998). Las células HaCaT presentan una morfo-
logía poligonal, son atumorigénicas tras su inyección en ratones atímicos y 







Organismo: Homo sapiens  (   ) 
Origen: Piel - no tumoral
Tipo celular: Queratinocito - adherente
Duración ciclo celular: ≈ 24h
TABLA 3. Características principales de la línea celular establecida HaCaT.
• Las células HeLa (Tabla 4) fueron las primeras células que superaron el límite 
de Hayflick y son, por tanto, el linaje celular establecido más antiguo (Gey 
et al., 1952). Derivan de una muestra de cáncer cérvico-uterino obtenida en 
1951 durante la realización de una biopsia (Scherer et al., 1953). Del acrónimo 
del nombre de la paciente, Henrietta Lacks, procede el nombre de la línea ce-
lular. Las células HeLa son aneuploides, presentan un fenotipo epitelial, tienen 
incorporadas secuencias del papilomavirus humano 18 (HPV-18) y carecen 
de proteína p53 funcional (Scheffner et al., 1991).
HeLa
Código: ATCC® CLL-2™
Organismo: Homo sapiens (   )
Origen: Cervix - adenocarcinoma
Tipo celular: Epitelial - adherente
Duración ciclo celular: ≈ 20h







• Las células MCF7 (Tabla 5) fueron las primeras células de cáncer de mama 
en ser  mantenidas en cultivo de forma permanente. MCF7 es el acronimo 
de “Michigan Cancer Foundation-7”, instituto de investigación en el que se 
estableció la línea celular a partir del derrame pleural de un adenocarcinoma 
de mama metastático (Soule et al., 1973). Desde entonces, es el tipo celular 
más utilizado para llevar a cabo estudios experimentales de cáncer de mama 
positivo para receptores de estrógenos (Levenson y Jordan, 1997). Estas 
células son salvajes para p53 y difícilmente sufren fragmentación del ADN por 
apoptosis, ya que carecen de actividad caspasa-3 (Essmann et al., 2004). 
Exhiben algunas características de epitelio mamario diferenciado, como la 
síntesis de estradiol y la expresión de receptores de progesterona y estrógenos 
(Levenson y Jordan, 1997). 
MCF7
Código: ATCC® HTB-22™
Organismo: Homo sapiens (   )
Origen: Glándula mamaria - adenocarcinoma
Tipo celular: Epitelial - adherente
Duración ciclo celular: ≈ 29h
TABLA 5. Características principales de la línea celular establecida MCF7.
• La línea celular MDA-MB-231 (Tabla 6) fue aislada por Cailleau y colaboradores 
en 1973, a partir de una muestra de derrame pleural de una paciente de 51 
años con un adenocarcinoma de mama grado III. Se trata de células adheren-
tes que presentan un crecimiento extraordinariamente rápido, debido en parte 
a la regulación autocrina a partir de factores de crecimiento celular que ellas 
mismas secretan al medio. Poseen abundantes receptores de membrana para 
el factor de crecimiento epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor), aunque no 
se sobreestimulan con dicho factor (Martínez-Carpio et al., 1999). Estas células 
carecen de proteína p53 funcional (D’Assoro et al., 2004) y no expresan recep-
tores de progesterona ni de estrógenos, por lo que se utilizan como modelo in 








Organismo: Homo sapiens (   )
Origen: Glándula mamaria - adenocarcinoma
Tipo celular: Epitelial - adherente
Duración ciclo celular: ≈ 20h
TABLA 6. Características principales de la línea celular establecida MDA-MB-231.
• La línea celular establecida Vero (Tabla 7) es un tipo celular aneuploide 
procedente de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops). Fue 
aislada en 1962 por Yasumura y Kawakita en la universidad de Chiba, Japón 
(Yasumura y Kawakita, 1963) y, desde entonces, ha sido ampliamente utilizada 
para estudios de virología, aunque su origen renal las ha convertido también 
en un buen modelo para realizar estudios toxicológicos (Sonnenbichler et al., 
1999; Romero et al., 2004; Fernández Freire et al., 2009). De hecho, es uno 
de los tipos celulares recomendados por las normas ISO para pruebas de 
toxicidad (ISO, 2009). Las células Vero presentan determinadas características 
que las convierten en un modelo óptimo para la realización de estudios 
morfológicos, como su citoplasma amplio y plano y la elevada densidad de 
orgánulos citoplasmáticos (Grigoriev et al., 1997).
Vero
Código: ATCC® CLL-81™
Organismo: Cercopithecus aethiops (   ) 
Origen: Riñón - no tumoral
Tipo celular: Epitelial - adherente
Duración ciclo celular: ≈ 23h







2.2. MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS
Infraestructura y material de cultivos
Equipamiento
• Cabina de flujo laminar vertical FLVA150 (TDI, España), nivel de bioseguridad 2
• Incubador de CO2 Heracell 150 (Heraeus, Alemania)
• Microscopio binocular invertido CH-BI45-2 Olympus (Japón). Objetivos 4X, 10X y 20X
• Baño termostatizado a 37 °C (Selecta Precisterm, España)
Medio y suplementos (Lonza, Bélgica)
• Medio mínimo esencial de Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium), con y sin rojo fenol
• Penicilina - Estreptomicina (10000 U/mL - 10000 µg/mL)
• Suero fetal bovino
• Tampón fosfato salino (PBS), pH = 7.2-7.4
• Tripsina 2.5% (p/v)
• Tripsina-EDTA (ácido etilendiaminoacético, 200 mg/L)
Procedimiento
Los cultivos se iniciaron a partir de viales de células conservadas a -80 °C en suero fetal 
bovino con DMSO al 10% (v/v). Tras una descongelación rápida en un baño a 37 °C, las 
células se sembraron en frascos de 75 cm2 con medio de cultivo DMEM con 4.5 g/L de glu-
cosa, 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina y 10% (v/v) de suero fetal bovino, manteniéndose 
en un incubador a 37 °C y atmósfera de CO2 al 5%. En el caso de la línea celular MCF7, el 
medio de cultivo se suplementó con insulina 0.01 mg/mL. Para el mantenimiento rutinario 
de las células se efectuaron subcultivos de las mismas una o dos veces a la semana, de-
pendiendo del tipo celular, realizando diluciones 1:3 - 1:5 del cultivo de partida. Las células 
se despegaron de la superficie de cultivo empleando tripsina/tripsina-EDTA 0.25% (v/v) y se 
resuspendieron en medio de cultivo fresco para realizar una nueva siembra. En todos los 
casos, las células empleadas en los experimentos se encontraban entre el tercer y el decimo 
pase tras su descongelación.
Para llevar a cabo los distintos tratamientos con los compuestos se realizaron siembras 
exactas en distintas superficies de cultivo, en función de la aproximación experimental y del tipo 
celular utilizado (Tabla 8), determinando los volúmenes de suspensión necesarios mediante el 





Células/mL 4h 24h 72h 120h
HaCaT 10·104 10·104 5·104 2·104
HeLa - 8·104 4.5·104 -
MDA - 10·104 - 2·104
MCF7 - 20·104 - 4·104
Vero 8·104 8·104 - -
TABLA 8. Número de células por mililitro sembradas según el tipo celular y el tiempo de exposición al compuesto.
3. DISEÑO EXPERIMENTAL
El diseño experimental, el modelo biológico y los parámetros a evaluar son tres factores im-
plicados en la calidad y la especificidad de los datos que se obtienen en los estudios que em-
plean modelos in vitro (Gómez-Lechon y Castell, 1995). En el presente trabajo se ha planteado 
una aproximación metodológica en la que se han evaluado distintas condiciones de exposición 
al compuesto objeto de estudio, mediante el empleo de una batería de ensayos encaminados 
a valorar las principales dianas de toxicidad de células de mamífero en cultivo.
3.1. TOXICIDAD AGUDA
Para realizar los estudios de citotoxicidad aguda (Fig. 9), las células crecidas en frascos de 
75 cm2 se sembraron en placas multipocillo de poliestireno (con o sin cubreobjetos, en función 
del parámetro a evaluar) en medio de cultivo con suero al 10% (v/v) y se dejaron crecer durante 
24 horas. Transcurrido este tiempo, y cuando se encontraban dentro del periodo de crecimien-
to exponencial, las células se expusieron a las distintas concentraciones del compuesto objeto 
de estudio. Las diluciones de uso se prepararon inmediatamente antes de su uso desde una 
solución inicial en etanol o DMSO en medio de cultivo con suero al 2%. En esta aproximación 
experimental, las células permanecieron en contacto con el compuesto durante 24 horas. 
Transcurrido este periodo, se procesaron de acuerdo con los requerimientos del parámetro 
objeto de estudio. En el caso de los estudios de expresión de proteínas por western blot, se 
























FIGURA 9. Diseño experimental de los estudios de toxicidad aguda. En esta aproximación metodológica, las 
células permanecieron expuestas al compuesto de estudio durante 24h. Transcurrido este tiempo, las células 
se procesaron de acuerdo con los distintos procedimientos experimentales.
3.2. TOXICIDAD POR EXPOSICIÓN PROLONGADA
Para realizar los estudios de citotoxicidad por exposición prolongada (Fig. 10), las células 
crecidas en frascos de 75 cm2 se sembraron en placas multipocillo en medio de cultivo con 
suero al 10% y se dejaron crecer durante 24 horas. Transcurrido este periodo y al igual que 
en el caso anterior, las células se expusieron al compuesto en medio de cultivo con suero al 
2% cuando se encontraban dentro del periodo de crecimiento exponencial. Tras 72 horas, 
se reemplazó el contenido de los pocillos por medio de cultivo nuevo con la dosis corres-
pondiente del compuesto encada caso. En estas condiciones las células permanecieron en 
cultivo durante 48 horas más, hasta alcanzar un total de 120 horas en contacto en la droga. 

































FIGURA 10. Diseño experimental de los estudios de toxicidad por exposición prolongada. En esta aproximación 
metodológica, las células permanecieron expuestas al compuesto de estudio durante 120h, reponiendo la 
droga tras las primeras 72h. Finalizado el tratamiento, las células se procesaron de acuerdo con los distintos 
procedimientos experimentales.
3.3. TOXICIDAD RETARDADA
Los estudios de toxicidad retardada (Fig. 11) se iniciaron con la siembra de las células en 
placas multipocillo, permaneciendo durante 24 horas en medio de cultivo con suero al 10%. 
Transcurrido este periodo, y cuando las células se encontraban en la fase de crecimiento 
exponencial, se realizó la exposición al tóxico durante 24 horas. A continuación, se retiró en 
medio con droga y se reemplazó por medio de cultivo fresco con suero al 10%. Las células 





de acuerdo a los procedimientos para los que estaban destinadas. Parte de los estudios de 
toxicidad retardada se realizaron utilizando tiempos de recuperación de 8 días. En estos casos, 
las células se sembraron inicialmente en frascos de 75 cm2. Transcurridas 24 horas, se expu-
sieron al tóxico durante 24 horas y, posteriormente y en los mismos frascos, se les reemplazó 
la droga por medio de cultivo durante 48 horas. En este punto del tratamiento se sembraron 
en placas multipocillo en medio de cultivo con suero al 10%, permaneciendo en esta nueva 
superficie de cultivo 6 días más. El medio de cultivo se refrescó a los tres días con el objetivo 
de mantener los cultivos en buenas condiciones de pH y nutrientes. Finalizado el tratamiento, 
las células se procesaron de acuerdo con los distintos procedimientos experimentales.
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FIGURA 11. Diseño experimental de los estudios de toxicidad retardada. Tras 24h de exposición al compuesto, las 
células permanecieron 48h / 8 días en medio de cultivo libre de droga. Transcurrido este tiempo, las células se 






4.1. ANÁLISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR
4.1.1. Reducción del MTT
Fundamento 
Cuando la sal de tetrazolio MTT (3-[4,5-dimetiltiazolil-(2)]-2,5-difenil-2H-bromuro de 
tetrazolio) se añade al medio de cultivo, las células viables la incorporan en su interior. Una 
vez en el citoplasma atraviesa la doble membrana mitocondrial, donde la enzima succinato 
deshidrogenasa reduce el MTT soluble a formazán insoluble de color azul. Las células muertas 
y aquellas que presentan daños en su membrana plasmática o una disfunción mitocondrial 
como consecuencia de la acción citotóxica de un xenobiótico no pueden reducir el MTT 
y, por lo tanto, no producen formazán. Una vez retirado el medio de cultivo, se solubiliza 
convenientemente el producto final y se procede a la lectura del color desarrollado que, en 
comparación con el cuantificado en los cultivos control, es un indicador directo del número de 
células que permanecen funcionales. El ensayo del MTT se realizó según el protocolo descrito 
por Mosmann (1983), pero utilizando DMSO puro como disolvente del formazán, de acuerdo 




• Medio completo sin suero
• DMSO (Panreac)
Procedimiento
Se preparó una solución stock de MTT 5 mg/mL en PBS. Una vez disuelta, se esterilizó 
por filtración mediante un filtro Millipore® 0.22 µm y se conservó en un frasco de vidrio opaco 
a 4 °C. Inmediatamente antes de comenzar el ensayo, esta solución stock se diluyó en medio 
completo sin suero en proporción 1:11 y se atemperó en un baño termostatizado a 37 °C. En 
condiciones de esterilidad y una vez finalizado el tratamiento, se vació por aspiración el medio 
de cultivo de los pocillos y se realizó un lavado con PBS a 37 °C. A continuación, se añadió a 
cada pocillo 1 mL de medio de cultivo con el MTT ya incorporado y se incubaron las placas 
durante 2 horas a 37 °C y con atmósfera de CO2 del 5%. Finalizado este periodo, se retiró el 
medio por aspiración y se añadió a cada pocillo 1 mL de DMSO. Para garantizar la disolución 





Branson 2200 (Emerson, EE.UU).Tras 10 minutos de incubación a TA, se procedió a leer 
el color desarrollado a 570 nm mediante un lector de placas SPECTRAFluor. El cálculo del 
porcentaje de viabilidad con respecto al control se realizó asignando el valor 100 a la media de 
absorbancia de los controles.
4.1.2. Captura de rojo neutro
Fundamento
El ensayo del rojo neutro consiste en la incorporación de dicho colorante vital por parte 
del compartimento endosomal de células con membranas no dañadas. Para ello es nece-
sario que tanto la membrana plasmática como el compartimento endosomal se encuentren 
completamente funcionales. El rojo neutro presenta gran afinidad por compartimentos ácidos, 
teniendo una elevada preferencia por el endosomal. El mecanismo por el cual el colorante 
queda recluido en el ambiente ácido de lisosomas y endosomas es la protonación de la molé-
cula en su interior. El compuesto con una carga positiva no puede atravesar las membranas, 
almacenándose en el interior de las vesículas del compartimento endosomal. La cuantificación 
del colorante vital incorporado por las células se realiza por medidas de absorción a 540 nm 
del colorante extraído mediante una mezcla de ácido acético y etanol, existiendo una relación 
lineal entre la absorción y el número de células vivas (Borenfreund y Puerner, 1985).
Reactivos
• Rojo neutro (Merck)
• PBS
• Medio de cultivo sin suero
• Cloruro de calcio (Merck)
• Formaldehído (Panreac)
• Etanol absoluto (Panreac)
• Ácido acético glacial (Merck)
• Agua destilada
Procedimiento
La solución madre de rojo neutro (4 mg/mL) en agua bidestilada esterilizada por filtración 
mediante un filtro Millipore® 0.22 µm se conservó en un frasco de vidrio opaco a 4 °C. Con ella 
se preparó una solución en medio de cultivo sin suero (50 µg/mL), que se dejó toda la noche 
en estufa a 37 °C y se centrifugó durante 10 minutos a 1500 rpm inmediatamente antes de su 
uso para retirar los precipitados cristalinos. 
Una vez finalizado el tratamiento deseado y en condiciones de esterilidad, se lavaron los 
pocillos con PBS a 37 °C. Seguidamente, se añadió a cada pocillo 1 mL de medio de cultivo 





fera de CO2 del 5%. Transcurrido este tiempo, se retiró el medio por aspiración y se lavaron 
los pocillos con un tampón que contenía formaldehído al 1% (v/v) y CaCl2 al 1% (p/v) en agua 
destilada. Se retiró el tampón por aspiración y se añadió el tampón de extracción del colorante 
(1% de ácido acético glacial (v/v) y 50% de etanol absoluto (v/v) en agua destilada). Para faci-
litar la extracción del colorante incorporado las muestras se sonicaron durante 5 segundos en 
un baño de ultrasonidos. Transcurridos 10 minutos de incubación a TA, se procedió a leer el 
color desarrollado a λ = 542 nm. El cálculo del porcentaje de viabilidad con respecto al control 
se realizó dando el valor 100 a la media de absorbancia de los controles.
4.2. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN
4.2.1. Ensayo de Bradford
Fundamento
Cuando la acción tóxica de un xenobiótico ocasiona la muerte de las células de un cultivo, 
las interacciones con la biomatriz dejan de ser estables y la unión con el soporte del cultivo se 
rompe. Así pues, las células muertas que se desprenden y permanecen flotando son eliminadas 
fácilmente cuando se retira el medio de cultivo y se lava la monocapa. En estas circunstancias, 
la determinación de la proteína celular que permanece retenida en los pocillos en comparación 
con la de los cultivos control es un indicador directo del porcentaje de células vivas.  La técnica 
empleada se basa en el método de Bradford (1976), con ligeras modificaciones para adaptarlo 
a las condiciones limitantes de volumen de las placas de 24 pocillos en las que fue realizado 
el ensayo. Este método se basa en la tinción inespecífica de proteínas con azul de Comassie 
(G-250). La cuantificación se consigue por lectura colorimétrica a 595 nm e interpolación con 





• Reactivo de Bradford (BioRad, Alemania)
Procedimiento
En primer lugar, se construyó una recta patrón de concentraciones conocidas de BSA 
(0-25 µg/mL), donde la absorbancia del colorante mostraba linealidad partiendo de una solución 
madre de BSA (100 µg/mL) en agua destilada. Una vez finalizado el tratamiento, se lavaron los 





Las muestras se congelaron y descongelaron al menos dos veces antes de proceder a la cuanti-
ficación de la proteína. Para realizar la cuantificación se preparó una mezcla con 680 µL de agua 
destilada, 120 µL de lisado celular y 200 µL del reactivo de Bradford concentrado. La lectura se 
realizó en un lector de placas SPECTRAFluor a una λ = 595 nm. Los valores de  densidad óptica 
de cada pocillo se interpolaron sobre la recta patrón y se calculó la cantidad de proteína real 
multiplicando por el factor de dilución. El contenido de proteína celular total (CPT) se representó 
como porcentaje respecto al control, asignando el valor 100 a la media de los controles.
4.2.2. Recuento de índice mitótico
Fundamento
La interacción de sustancias tóxicas con las células de un cultivo puede ocasionar altera-
ciones en el normal desarrollo del ciclo celular. Estos efectos se traducen en variaciones de las 
tasas de división, bien incrementando o bien inhibiendo la proliferación celular. La determina-
ción del índice mitótico (IM) permite realizar un estudio detallado del porcentaje de células del 
cultivo que se encuentran en división. La clasificación de las células en cada una de las fases 
de la mitosis se realiza siguiendo los criterios morfológicos clásicos, mediante tinción especí-
fica de la cromatina.
Reactivos
• Metanol absoluto (Panreac, España)





Para llevar a cabo los recuentos de IM se emplearon tanto células crecidas en cubreobjetos 
y teñidas con Hoechst 33258 (2’-4-(Hidroxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5’-bis-1H-
benzimidazol), un fluorocromo que se intercala específicamente en el canal menor del ADN, 
como células marcadas con anti α-tubulina y contrateñidas Hoechst 33258 (ver punto 4.3.2.). 
Las células se fijaron en metanol absoluto a -20 °C durante 7 minutos. A continuación, se 
incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente (TA) con una solución de Hoechst 33258 
5 µg/mL en agua destilada. Transcurrido este periodo, se lavaron con PBS, se dejaron secar y 
finalmente se montaron sobre portaobjetos con DePex®. 
El recuento del número de células  en cada una de las fases de la mitosis permitió obtener 





cultivo y es el porcentaje de células que se encuentran en mitosis respecto del total de células 
contadas, mientras que el índice de fases expresa el porcentaje de células que se encuentran 
en cada fase de la mitosis, respecto del total de células que están en división. Para la deter-
minación de estos índices se realizaron al menos tres recuentos de 1000 células (1500 en el 
caso de las células HaCaT) cada uno sobre muestras de tres experimentos independientes.
IM = (nº células en división / nº células totales) · 100
IF = (nº células en cada fase / nº células en división) · 100
4.2.3. Recuento del número de células
Fundamento
El recuento directo de células en un hemocitómetro es una forma sencilla de determinar el 
número real de células que hay en los cultivos. Su evaluación lo largo del tiempo permite reali-
zar una estimación de la tasa de crecimiento celular lo que, combinado con otros parámetros 
relacionados con el ciclo celular, resulta de gran utilidad a la hora de determinar el efecto de un 
xenobiótico sobre las tasas de proliferación celular. 
Reactivos
• Medio de cultivo
• PBS
• Tripsina y tripsina-EDTA
• Azul tripán al 0.4% (p/v) (Sigma-Aldrich)
Procedimiento
Se realizaron recuentos de células empleando un hemocitómetro, previo procesado del 
cultivo de acuerdo con el test de exclusión de azul tripán, que permite discriminar las células 
viables (que excluyen el colorante) de las no viables (marcadas en azul). Tras recogerse las 
células en medio de cultivo con suero, directamente de los frascos tratados y posteriormente 
tripsinizados, se preparó una alícuota de la suspensión celular y se mezcló con azul tripán al 
0.4% (p/v) a partes iguales, realizándose recuentos del número de células viables y no viables 
por mililitro mediante una cámara de Bürker (Exacta, Alemania) en un microscopio Zeiss 20T 
con contraste de fase (Zeiss, Alemania). Se determinó el número real de células que hay en los 
cultivos de acuerdo a la siguiente ecuación:





4.2.4. Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo
Fundamento
El análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo se basa en la capacidad del colorante 
ioduro de propidio de emitir fluorescencia tras unirse al ADN de manera estequiométrica. Te-
niendo en cuenta que la carga de ADN de una célula varía a lo largo del ciclo celular, la cuantifi-
cación de la fluorescencia del ioduro de propidio permite realizar un seguimiento del porcentaje 
de células en cada una de las fases del ciclo celular. 
Reactivos
• Tripsina y tripsina-EDTA
• PBS
• Etanol 70% (v/v) (Panreac)
• RNAsa A de páncreas bovino (Sigma-Aldrich)
• Citrato de sodio tribásico dihidratado (Merck, Alemania)
• Ioduro de propidio (Sigma-Aldrich)
Procedimiento
Una vez finalizado el tratamiento, se recogieron tanto las células del sobrenadante como las 
que permanecían ancladas al sustrato, estas últimas mediante tripsinización. Las muestras se 
centrifugaron 10 minutos a 1500 rpm. A continuación, se retiró el sobrenadante, se resuspen-
dió el sedimento en 1 mL de PBS y se centrifugó de nuevo durante 10 minutos a 1500 rpm. 
Se retiró el sobrenadante y se fijó el pellet con 1 mL de etanol 70% a -20 °C. Las muestras 
fijadas se almacenaron a 4 °C durante al menos 18 horas. Transcurrido este periodo, se res-
uspendió el sedimento y se centrifugó 10 minutos a 1500 rpm. Se retiró el sobrenadante y se 
añadió 1 mL de tampón de ciclo (RNAsa A 50 µg/mL, ioduro de propidio 50 µg/mL en citrato 
sódico tribásico dihidratado al 0.1% (p/v) en agua bidestilada). Tras 30 minutos de incubación 
en oscuridad, se cuantificó la carga de ADN de las células mediante citometría de flujo. Para el 
análisis de muestras se utilizó un sistema de citometría Coulter EPICS® XL-MCL™ (Beckman 
Coulter Inc., EE.UU.), equipado con un láser de Argón 488. Se cuantificó la carga de ADN de al 
menos 15000 células por experimento y se realizaron al menos tres réplicas de cada uno. Los 
datos se procesaron mediante las aplicaciones Expo32 ADC (Beckman Coulter Inc.) y ModFit 
LT™ 3.0 (Verity Software House Inc., EE.UU.). 
4.3. MORFOLOGÍA CELULAR
Los estudios de microscopía fueron realizados mediante el empleo de un microscopio ópti-





• Objetivos secos: 10X (fase 1, AN 0.3) y 40X (fase 2, AN 0.75)
• Objetivos de inmersión: 63X (fase 3, AN 1.4) y 100X (fase 3, AN 1.4)
• Fuente de luz compacta EL6000 
• Filtros de excitación: ultravioleta (λ = 360-370 nm), azul (λ = 470-490 nm) y verde (λ = 540-80 nm)
• Filtros de emisión: azul (λ = 420 nm), verde (λ = 515 nm) y rojo (λ = 610 nm)
Las imágenes digitales fueron capturadas con una cámara CCD Leica DFC310FX acoplada 
al microscopio. El procesamiento de las mismas se realizó con el software Leica Aplication 
Suite 3.5.0 (Leica Microsystems) y el programa Adobe® Photoshop® CS6 (Adobe Systems 
Incorporated, EE.UU.).
4.3.1. Análisis morfológico in vivo
La observación microscópica de células vivas puede llevarse a cabo durante un breve perio-
do de tiempo aunque no se disponga de un sistema de control de temperatura y CO2, lo que 
permite realizar estudios morfológicos evitando los procesos de fijación. El empleo de estas 
técnicas, junto con determinados compuestos fluorescentes que presentan características 
físico-químicas que posibilitan su localización específica en algún compartimento subcelular, 
permiten realizar estudios de daño subcelular y valorar efectos citotóxicos sobre dianas intra-
celulares específicas. 
- Microscopía óptica de contraste de fase
Fundamento
El estudio de la morfología celular general en busca de posibles anomalías puede tomarse 
como un indicador del efecto tóxico ejercido por un xenobiótico, como paso previo al estudio 




Una vez finalizados los distintos tratamientos, se retiró el medio de cultivo de las células 
y se realizaron dos lavados con  PBS. Posteriormente, se montaron los cubreobjetos direc-






- Marcaje supravital con naranja de acridina
Fundamento
La observación del patrón de distribución de los lisosomas se llevó a cabo in vivo mediante 
un protocolo de marcaje supravital con naranja de acridina (3,6-bis (dimetilamino) acridina). 
Este compuesto presenta determinadas características físico-químicas que permiten su acu-
mulación en los lisosomas, debido al pH ácido de los mismos. La elevada concentración 
favorece la formación de oligómeros de naranja de acridina, que provocan un efecto meta-
cromático, de modo que los lisosomas emiten luz en el rango del rojo-anaranjado, mientras 
que el resto de estructuras citoplasmáticas emiten luz verde cuando se excitan con luz azul 
(Millot et al., 1997).
Reactivos
• Naranja de acridina (BDH Chemicals, Reino Unido)
• Medio de cultivo sin suero
• PBS
Procedimiento
Una vez finalizado el tratamiento deseado, las células crecidas sobre cubreobjetos se lava-
ron con PBS y se incubaron durante 8 minutos a 37 °C con una mezcla de naranja de acridina 
10 µM en medio de cultivo sin suero. Transcurrido este periodo, se realizaron dos lavados 
con PBS y se montaron los cubreobjetos directamente sobre PBS. La observación se rea-
lizó mediante microscopía óptica de epifluorescencia, empleando un filtro de excitación azul 
(λ = 470-490 nm).
- Marcaje supravital con rodamina 123
Fundamento
Para estudiar la distribución in vivo del retículo mitocondrial de las células en cultivo se empleó 
rodamina 123 (2-(6-amino-3-imino-3H-xanten-9-il) ácido benzoico metil éster). La presencia 
de una carga deslocalizada, junto con su elevada lipofilicidad, permite que este colorante vital 
se acumule selectivamente en las mitocondrias, gracias al potencial de membrana existente en 






• Rodamina 123 (Sigma-Aldrich)
• Medio de cultivo sin suero
• PBS
Procedimiento
Una vez finalizados los tratamientos, las células crecidas en cubreobjetos se lavaron con 
PBS y se incubaron 8 minutos a 37 °C con 1 mL de la mezcla de rodamina 123 (6.5 µg/mL) 
y medio de cultivo sin suero. Después de dos lavados en PBS, las células se montaron direc-
tamente en PBS y se observaron en el microscopio óptico de epifluorescencia con un filtro de 
excitación azul (λ = 470-490 nm). La captura de imágenes se realizó durante los 5 minutos 
posteriores al montaje.
4.3.2. Detecciones fluorescentes específicas
- Inmunodetecciones: α-tubulina, caspasa 3 activa y de anexina A1
Fundamento
Las técnicas de inmunofluorescencia se basan en la gran especificidad y la alta afinidad 
que tienen los anticuerpos para reconocer moléculas y unirse a ellas. Además, la conjugación 
de los mismos con sustancias fluorescentes permite detectar cantidades muy pequeñas del 
antígeno objeto de en las células mediante microscopía óptica de epifluorescencia. En el pre-
sente estudio se han empleado técnicas de inmunofluorescencia indirecta, que implican el uso 
de un anticuerpo primario sin marcar que se une al antígeno diana y un anticuerpo secundario 




• Metanol absoluto o formaldehído (Panreac)
• Triton® X 100 (Merck)
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich)
• Anticuerpos primarios (Tabla 9)
• Anticuerpos secundarios conjugados 
con AlexaFluor 488 (Tabla 9)
• Hoechst 33258 (Riedel-de Häen®)






Anticuerpo Casa comercial Concentración Desarrollado en
Anti-α-tubulina Sigma-Aldrich, EE.UU. 1:100 ratón
Anti-caspasa 3 activa AbCam, Reino Unido 1:200 conejo
Anti-anexina A1 BD Biosciences, EE.UU. 1:250 ratón
Anti-ratón AlexaFluor 488 Molecular Probes Inc, EE.UU. 1:500 cabra
Anti-conejo AlexaFluor 488 Molecular Probes Inc, EE.UU. 1:500 cabra
TABLA 9. Anticuerpos empleados en la inmunodetección fluorescente de proteínas.
Procedimiento
Tras los distintos tratamientos, las células se fijaron en metanol absoluto a -20 °C durante 7 
minutos en el caso de la inmunodetección de α-tubulina y en formaldehido al 10% (v/v) en PBS 
a 4 °C durante 10 minutos en el caso de las inmunodetecciones de caspasa 3 activa y anexina 
A1. Después de la fijación, las células se conservaron a 4 °C en PBS. Antes de iniciar la inmu-
nodetección, las células se lavaron en PBS de 10 minutos y se permeabilizaron durante 10 
minutos con Triton® X 100 al 0.5 % (v/v) en PBS. Se realizó un bloqueo con albúmina de suero 
bovino al 5% (v/v) en PBS durante otros 10 minutos y a continuación se incubó el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en PBS/BSA al 1% (v/v) durante 1 hora a 37 °C en cámara 
húmeda. Transcurrido este periodo, se realizaron tres lavados con PBS de 5 minutos cada 
uno, ser repitieron la permeabilización y el bloqueo y se incubó el anticuerpo secundario diluido 
en PBS/BSA al 1% (v/v) durante 45 minutos a 37 °C en cámara húmeda. Las diluciones de uso 
de los anticuerpos empleados, junto con otros datos de interés, se resumen en la tabla 9. Fina-
lizada la inmunodetección, se realizaron tres nuevos lavados y se contratiñeron los núcleos con 
Hoechst 33258 (5 µg/mL). Los preparados se montaron en definitivo con ProLong® antifade 
gold reagent. La observación se realizó en un microscopio óptico de epifluorescencia con filtro 
de excitación azul (λ = 470-490 nm) para los antígenos y ultravioleta (λ = 360-370 nm) para los 
núcleos. El control positivo de caspasa 3 activa se obtuvo mediante la incubación de células 
en medio de cultivo sin suero durante 24 horas.
- Detección de actina
Fundamento
La potente toxina de Amanita phalloides, conocida como faloidina, presenta gran afinidad 
por los microfilamentos de actina, los estabiliza e impide su despolimerización. De este modo, 
actúa como ligando específico permitiendo la visualización microscópica de esta estructura 









• Triton® X-100 (Merck)
• Faloidina-TRITC (Sigma-Aldrich)
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich)
• Hoechst 33258 (Riedel-de Haën®)
• ProLong® antifade Gold reagent (Molecular 
Probes Inc., EE.UU.)
Procedimiento
Despues de los diferentes tratamientos, las células fueron fijadas durante 10 minutos en 
formaldehído al 10% (v/v) en PBS. Se permeabilizaron con Triton® X 100 al 0.5% (v/v) en 
PBS durante 5 minutos. Seguidamente, la faloidina rodaminada diluida 1:500 en PBS/BSA 
al 1% (v/v) se incubó 30 minutos a 37 °C en cámara húmeda. Transcurrido este periodo, se 
realizaron tres lavados con PBS, se realizó una contratinción de núcleo con Hoechst 33258 
(5 µg/mL) y se montaron los preparados con ProLong® antifade Gold reagent. La observa-
ción de los mismos se llevó a cabo empleando microscopía óptica de epifluorescencia con 
filtro de excitación verde (λ = 540-580 nm) para los microfilamentos de actina y ultravioleta 




El rojo Nilo es un derivado de oxazina muy lipofílico que se emplea para teñir lípidos neutros 
intracelulares. En condiciones normales, el rojo Nilo no es fluorescente y proporciona un mar-
caje difuso de color rojizo. Sin embargo, en ambientes ricos en lípidos el colorante se acumula 
y pasa a emitir una intensa fluorescencia de color amarillo-oro, lo que permite la identificación 
de estas estructuras, cuya acumulación citoplasmática se ha relacionado con la inducción de 
procesos de estrés celular.
Reactivos
• PBS 
• Formaldehido (Panreac) al 10% (v/v) en PBS






Finalizado el tratamiento, las células se fijaron en formaldehido/PBS al 10% (v/v) durante 
10 minutos. A continuación, se dejaron secar al aire y tiñeron con rojo Nilo 0.1 mg/mL du-
rante 8 minutos. Después de un lavado rápido, se montaron los cubreobjetos directamente 
sobre agua destilada y se observaron mediante microscopía óptica de epifluorescencia bajo 




La reacción del reacción del ácido peryódico - reactivo de schiff (PAS, Periodic Acid Schiff’s 
reaction) se fundamenta en el color fucsia que adquiere el producto de reacción entre dos 
grupos aldehídos próximos y el ácido sulfofucsínico, tras la oxidación de los primeros con 
ácido peryódico. La reacción del PAS revela la presencia de todo tipo de carbohidratos, como 
polisacáridos, glucógeno, glucolípidos y glucoproteínas.
Reactivos
• PBS
• Formaldehido (Panreac) al 10% (v/v) en PBS
• Ácido peryódico (Merck) 0.5% (v/v) en agua destilada
• Reactivo de Schiff (Merck)
• Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich)
• DePeX® (Serva)
Procedimiento
Una vez finalizado el tratamiento, se fijaron las células en formaldehido/PBS al 10% (v/v) 
durante 10 minutos. A continuación, se hidrataron 5 minutos en agua destilada y se trataron 
con ácido peryódico 0.5% (v/v) durante 5 minutos. Después de lavar los preparados con 
agua corriente, se  tiñeron con el reactivo de Schiff durante 15 minutos, se lavaron de nuevo 
y posteriormente se tiñeron 2 minutos con hematoxilina de Harris. Finalmente, y tras eliminar 
el colorante excedente con agua corriente, se dejaron secar y se montaron los cubreobjetos 
sobre portaobjetos en DePeX®.
- Bromuro de etidio / Naranja de acridina
Fundamento
El  método del bromuro de etidio/naranja de acridina (BE/NA) se utiliza para evaluar la in-





células viables incorporan el colorante NA y excluyen el BE, quedando su citoplasma marcado 
en verde. Por el contrario, las células no viables permiten el paso del BE a través de su mem-
brana, quedando éste finalmente intercalado en el ADN, de manera que el núcleo queda mar-
cado en rojo. Así, el uso combinado de estos dos fluorocromos permite distinguir entre células 
viables y las no viables mediante el empleo de un microscopio de fluorescencia.
Reactivos
• PBS
• Triton® X-100 (Merck)
• Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich)
• Naranja de acridina (BDH Chemicals)
Procedimiento
Tras finalizar los tratamientos, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 
una mezcla de BE 5 µM / NA 5 µM en PBS durante 20 segundos a TA. Después de dos lava-
dos en PBS, las células se montaron directamente en PBS y se observaron en el microscopio 
óptico de epifluorescencia con un filtro de excitación azul (λ = 470-490 nm). La captura de 
imágenes se realizó durante los 5 minutos posteriores al montaje. El control positivo de per-
meabilización de membrana se obtuvo mediante la incubación de las células con Triton® X-100 
al 5% (v/v) en PBS durante 10 minutos.
- β-Galactosidasa asociada a senescencia
Fundamento
La actividad de la hidrolasa lisosomal β-galactosidasa a pH 6 se encuentra sobreexpresada 
en las células senescentes, considerándose un marcador bioquímico de este estado. El en-
sayo de la β-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-β-gal) se basa en la utilización del 
sustrato X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactosido), que es degradado por la enzi-
ma produciendo un precipitado de color azul que se observa mediante microscopía óptica de 
campo claro (Dimri et al., 1995). 
Reactivos
• PBS







Tras  finalizar los tratamientos y en condiciones de esterilidad, las células se fijaron du-
rante 6 minutos a TA con una dilución 1X del tampón de fijación del kit (formaldehido al 
20% v/v, glutaraldehido al 2% v/v, Na2HPO4 70.4 mM, KH2PO4 14.7 mM, NaCl 1.37 M y 
KCl 26.8 mM) en agua destilada filtrada. Después de tres lavados en PBS, se incubaron 
las muestras con la mezcla de tinción del kit (1 mL de la solución de tinción, 125 µL de 
K3[Fe(CN)6] 400 mM, 125 µL de K4[Fe(CN)6]·3H2O 400 mM, 0.25 mL de la  solución X-gal y 
8.5 mL de agua ultra pura) durante toda la noche a 37 °C y en ausencia de CO2. Transcu-
rrido este periodo, las células se montaron en definitivo con Eukitt® y se realizaron al menos 
tres recuentos de 200 células por muestra, expresando los resultados como porcentaje de 
células positivas con respecto al control.
4.3.4. Análisis de ultraestructura mediante microscopía electrónica de transmisión
Fundamento
La microscopía electrónica aprovecha los fenómenos físico-atómicos que se producen 
cuando un haz de electrones suficientemente acelerado colisiona con una muestra delgada 
convenientemente preparada. Cuando los electrones colisionan con dicha muestra, parte de 
ellos son dispersados selectivamente en función de su grosor y del tipo de átomos que la 
forman, generando finalmente una imagen sobre una cámara CCD que permite miles de au-
mentos con una altísima resolución. La observación del interior celular a grandes aumentos 
permite analizar con precisión distintos orgánulos y estructuras celulares, como mitocondrias, 
compartimento endosomal, retículo endoplásmico, núcleo, membrana plasmática, etc.
Reactivos
• Paraformaldehído (Panreac)
• Tampón fosfato (Sigma)
• Tetróxido de osmio (Sigma)
• Ferrocianuro potásico (Panreac)
• Ácido tánico 0.15% (v/v) (Panreac) 
• Acetato de uranilo (Panreac) 
• Etanol (Panreac) 






Tras finalizar los tratamientos, las células se fijaron con una mezcla de paraformaldehido al 
4% (v/v) y glutaraldehido al 2% (v/v) en tampón fosfato 0.1 M a pH 7,4 durante 1 hora a TA. 
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con tampón fosfato 0.1 M a pH 7.4. 
Seguidamente se realizó la postfijación de las muestras con tetróxido de osmio 1% (v/v) en 
agua y ferrocianuro potásico 1% (v/v) durante 1 hora a 4 °C. Después de tres lavados de 5 
minutos en agua bidestilada, se añadió ácido tánico 0.15% (v/v) en tampón fosfato 0.1 M a 
pH 7.4 durante 1 minuto, se realizó un lavado con el mismo tampón y otro en agua bidestilada 
y se realizó en contraste con acetato de uranilo 2% (v/v) en agua bidestilada durante 1 hora a 
TA y en oscuridad. Posteriormente se realizaron tres nuevos lavados con agua destilada y se 
deshidrataron las muestras en etanol mediante lavados secuenciales de 10 minutos en etanol 
50%, 75% y 90% (v/v) a 4 °C. Se realizó un último lavado de 15 minutos en etanol 100%, 
también a 4 °C. Seguidamente se realizó la inflitración (Epon/etanol (1:2) durante 60 minutos 
a TA, Epon/etanol (1:1) durante 60 minutos a TA, Epon/etanol (2:1) durante 60 minutos a TA, 
Epon 100% toda la noche a 4 °C, Epon completo 2 horas). Por último, las muestras se encap-
sularon y se dejaron polimerizar 48 horas a 60 °C. Terminada la polimerización, se realizaron 
cortes ultrafinos de las muestras y observaron en un microscopio electrónico de transmisión 
JEOL TEM-1010 (Jeol, Japón) operando con una aceleración de 80 kV. Las imágenes se 
capturaron con una cámara digital Bioscan 792 (Gatan Inc., EE.UU.).
4.4. ANÁLISIS DE DAÑO AL ADN
La exposición a agentes tóxicos puede provocar respuestas que dañan el ADN, por este 
motivo se procedió a analizar diferentes biomarcadores de genotoxicidad como los niveles de 
8-OHdG o el porcentaje de células con roturas de doble cadena de ADN.
4.4.1. Inmunodetección de 8-OHdG
Fundamento
Las bases de ADN son especialmente susceptibles a la oxidación mediada por especies 
reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species). El bajo potencial redox de las guaninas 
hace que estas bases sean particularmente vulnerables y puede transformarlas en diversos 
productos de guanina oxidada (Burrows y Muller, 1998). Por este motivo, la localización de 
8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG) es un parámetro útil y rápido para la detección de 







• Ribonucleasa A (RNAsa A; Sigma-Aldrich)
• PBS
• Hidróxido de sodio (Panreac)
• Cloruro de sodio (Panreac)
• Etanol 40% (v/v) (Panreac)
• Triton® X-100 (Merck)
• Peróxido de hidrógeno 30% (Panreac)
• Agua destilada
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich)
• Anticuerpo desarrollado en ratón anti-8-OHdG 
(JaICA, Japón)
• Anticuerpo secundario biotinilado del kit 
Histostain® SP (Zymed Laboratories Inc., EE.UU.)
• Estreptavidina - peroxidasa del kit Histostain® SP 
(Zymed Laboratories Inc.)
• Diaminobencidina (DAB; Sigma-Aldrich)
• Eukitt® (Fluka)
Procedimiento
Las células crecidas en cubreobjetos y expuestas a los diferentes tratamientos fueron fija-
das durante 10 minutos en acetona a 4 °C en placas Petri de vidrio. Una vez retirado el fijador, 
las muestras se dejaron secar al aire. El ARN se degradó empleando RNAsa A 50 µg/mL 
en PBS durante 1 hora a 37 °C. Tras varios lavados, las muestras se incubaron a  4 °C con 
tampón desnaturalizante (NaOH 70 mM, NaCl 0.14 M y etanol 40% (v/v) en agua destilada) 
durante 5 minutos. A continuación, se permeabilizó el material durante 5 minutos a 4 °C con 
Triton® X-100/PBS 0.5% (v/v). Posteriormente,  se inactivó la peroxidasa endógena con una 
solución de peróxido de hidrógeno al 3% (v/v) en agua destilada durante 15 minutos a 4 °C. 
Antes de iniciar la inmunodetección, se realizó un bloqueo con PBS/BSA al 5% (v/v) durante 
10 minutos. La incubación con el anticuerpo primario anti-8-OHdG (5 µg/mL) se llevó a cabo 
durante 18 horas a 4 °C en cámara húmeda. Transcurrido este periodo, se realizaron dos 
lavados con PBS, se volvió a permeabilizar con la solución de PBS/Triton 0.5% (v/v) y se incu-
baron las muestras con el anticuerpo secundario panespecífico biotinilado durante 10 minu-
tos a 37 °C en cámara húmeda. Después de dos lavados con PBS, se detectó el anticuerpo 
secundario mediante incubación con estreptavidina-peroxidasa 10 minutos a TA y posterior 
revelado con DAB 5 mg/mL en PBS durante 3 minutos a TA y oscuridad. Finalmente, se lava-
ron los cubreobjetos, se dejaron secar y se montaron en Eukitt®. 
La cuantificación de la señal 8-OHdG positiva se realizó empleando ImageJ 1.41 (NIH, 
EE.UU.), según el protocolo de Toyokuni y colaboradores (1997). Las imágenes de diferentes 
campos capturados al azar en las mismas condiciones de intensidad de luz, tiempo de expo-
sición y sensibilidad de la cámara, se transformaron a imagen en escala de grises y se proce-
saron hasta obtener los resultados de intensidad y tamaño de cada núcleo. A partir de estos 





índice 8OH-dG = ∑[(X - umbral) · área (µm2)] / nº total de células
(donde X es la densidad de tinción en escala de grises)
El número de partículas por fotografía estaba alrededor de 25, siendo en todos los ca-
sos superior a 10. El número mínimo de fotografías analizadas por tratamiento fue de 10 
procedentes de 3 experimentos independientes. Sobre los datos de índice 8-OHdG se cal-
cularon los valores de media y desviación estándar y finalmente realizaron los pertinentes 
análisis estadísticos. 
4.4.2. Inmunodetección de γ-H2AX
Fundamento
La fosforilación de la histona H2AX (γ-H2AX) indica la presencia de roturas de doble cadena 
en el ADN, que se pueden observar por inmunodetección. Actualmente este parámetro se 
considera un biomarcador de gran utilidad y relevancia en el campo de estudio del daño al 
ADN (Kuo y Yang, 1998). 
Reactivos
• Formaldehído (Panreac)
• Triton® X-100 (Merck)
• BSA (Sigma-Aldrich)
• PBS
• Hoechst 33258 (Riedel-de Häen®)
• Anticuerpo primario anti γ-H2AX desarrollado en ratón 
(Upstate®-Millipore™, EE. UU)
• Anticuerpo secundario anti-ratón, desarrollado en cabra, 
conjugado con AlexaFluor 488 (Sigma-Aldrich)
• ProLong® antifade Gold reagent (Molecular Probes)
Procedimiento
Las células crecidas en cubreobjetos y tratadas con el compuesto objeto de estudio se 
fijaron con formaldehído en PBS al 10% (v/v) a 4 °C durante 10 minutos. Posteriormente, 
se lavaron en PBS y se permeabilizaron durante 5 minutos con Triton® X-100 al 5% (v/v) en 
PBS. Se bloqueó con PBS/BSA al 5% (v/v) durante 10 minutos y se realizó la incubación con 
anti-γ-H2AX (2.0 µg/mL) durante 1 hora a 37 °C en cámara húmeda. Transcurrido el tiempo, 
se realizó un lavado con PBS, se repitieron la permeabilización y el bloqueo, y se incubó el 
anticuerpo secundario (20 µg/mL) durante 45 minutos a 37 °C, también en cámara húmeda. 
Finalmente, se realizó una contratinción para núcleo con Hoechst 33258 según el protocolo 
habitual y se montó con ProLong® antifade Gold reagent. La observación y los recuentos de 
células se realizaron en un microscopio óptico de fluorescencia con filtro de excitación azul (λ 





menos tres recuentos de 200 núcleos interfásicos elegidos al azar sobre muestras proceden-
tes de tres experimentos independientes, considerándose positivas las células con 10 o más 
focos nucleares de γ-H2AX.
4.5. ANÁLISIS Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT
Fundamento
La expresión génica, medida como transcripción de ARN mensajero, no siempre es un re-
flejo directo de la síntesis de proteínas. Teniendo en cuenta que éstas son las efectoras de las 
respuestas celulares,  su cuantificación resulta necesaria para poder concluir que los cambios 
ocurridos en un gen están relacionados con la respuesta a un agente tóxico. El western blot es 
un método analítico que se emplea para la detección y cuantificación de proteínas. La técnica 
se basa en la separación de las mismas según su peso molecular mediante electroforesis en 
gel de acrilamida. Una vez separadas, las proteínas se transfieren a una membrana de nitro-
celulosa, superficie sobre la que es posible realizar  inmunodetecciones específicas, así como 




• BCATM Protein Assay kit (Thermo Scientific, EE.UU.) 
• Tampón de carga: azul de bromofenol 1% (v/v) 
(Panreac), β-mercaptoetanol 5% (v/v) (Merck), 
SDS 20% (Panreac), glicerol 19% (v/v) (Panreac), 
Tris 1M pH 6.8 10% (v/v), H2O destilada
• Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich)
• Persulfato amónico (Sigma-Aldrich)
• N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck)
• Docecilsulfato sódico 1% (p/v) (SDS; Merck)
• Isobutanol (Merck)
• Tampón de lisis (Tabla 10)
• Tris-HCl 1 M
• Tris Glicina 1X (p/v) (Sigma-Aldrich)
• Acrilamida/bisacrilamida 40% (p/v)             
(BioRad Laboratories Inc.)
• Marcadores de peso molecular: Rainbow™ 
Molecular Weight Markers (Amersham-GE 
Healthcare) y Precision Plus protein™ Dual color 
Standart (BioRad Laboratories Inc.)
• Metanol absoluto (Panreac) 20% (v/v) en agua 
bidestilada
• Rojo Ponceau (MercK)
• Tween 20 (Sigma-Aldrich)
• Leche desnatada en polvo (Central Lechera 
Asturiana, España)
• Kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP 
(BioRad Laboratories Inc.) 





Compuesto Concentración Casa comercial
Compuesto Concentración Casa Comercial
Antipaína 10 mg/L Sigma-Aldrich
Aprotinina 40 mg/L Sigma-Aldrich
Benzamidina 1 mM Sigma-Aldrich
Cloruro potásico 120 mM Panreac
Di-tio-tritol 1 mM Sigma-Aldrich
EDTA 1 mM Sigma-Aldrich
EGTA 2 mM Sigma-Aldrich
Fluoruro de sodio 100 mM Sigma-Aldrich
Inhibidor de proteasas 1 mM Calbiochem, EE.UU.
Leupeptina 1 mg/L Sigma-Aldrich
Molibdato sódico 20 mM Sigma-Aldrich
Nonidet P40 0.5 % (v/v) Boehringer Mannheim, Alemania
Ortovanadato sódico 2 mM Sigma-Aldrich
Tris-HCl 20 mM Sigma-Aldrich
Tritón® X 100 0.1 % (v/v) Sigma-Aldrich
β-glicerofosfato 20 mM Sigma-Aldrich
TABLA 10. Composición del tapón de lisis empleado en la técnica de western blot.
Anticuerpo Casa comercial Concentración Desarrollado en
Anti-GRP78 Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. 1:2000 cabra
Anti-GADD153 Santa Cruz Biotechnology 1:1000 conejo
Anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology 1:1000 conejo
Anti-γ-tubulina Sigma-Aldrich 1:1000 ratón
Anti-ratón con peroxidasa Santa Cruz Biotechnology 1:2000 burro
Anti-conejo con peroxidasa Santa Cruz Biotechnology 1:2000 burro
Anti-cabra con peroxidasa Santa Cruz Biotechnology 1:2000 burro






a) Preparación de la muestra
Una vez tratadas, las muestras se recogieron por centrifugación a 1500 rpm durante 10 
minutos y se lavaron con PBS. Tras eliminar cuidadosamente los restos del sobrenadante, se 
resuspendieron en tampón de lisis (100 µL por cada 107 células) y se incubaron durante 90 
minutos a 4 °C. Finalizado el tiempo de lisis, se centrifugaron y se reservó el sobrenadante para 
la cuantificación de proteínas mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic 
acid). Esta técnica se llevó a cabo empleando un kit comercial (BCA™ Protein Assay kit), en 
el que se combina la reducción del Cu2+ de las proteínas a Cu+ en un medio alcalino con la 
detección colorimétrica del Cu+, empleando como reactivo el BCA. La reacción de dos molé-
culas de BCA con una de Cu+ produce una coloración morada que, medida a una longitud de 
onda de 542 nm, proporciona un valor de absorbancia directamente proporcional a la cantidad 
de proteína de la muestra. Para determinar esta cantidad de proteína, se preparó una recta 
patrón a partir de concentraciones conocidas de albúmina de suero bovino, y sobre ella se 
interpolaron los valores de absorbancia de cada muestra. La lectura de los datos se realizó en 
un lector de placas SPECTRAFluor. A partir de estos datos, se calculó el volumen de muestra 
necesario para cargar 50 µg de proteína en cada carril del gel. La preparación de las muestras 
se completó añadiendo tampón de carga e incubando la mezcla durante 5 minutos a 100 °C 
en un termoblock Stuart® SBH 130D (Stuart®, Reino Unido).
b) Electroforesis en gel de acrilamida
Se preparó un gel de acrilamida con dos subdivisiones: una porción superior concentradora 
(Tris-HCl 1M, pH 6.8 y 5% de acrilamida) y una inferior separadora (Tris-HCl 1M, pH 8.7 y 12% 
de acrilamida). La electroforesis se llevó a cabo siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 
1970), en condiciones desnaturalizantes y reductoras, de forma que las proteínas se separen 
únicamente en función del tamaño, ya que pierden sus estructuras secundaria y terciaria. Así, 
la electroforesis se llevo a cabo en un tampón que contenía Tris-Glicina 1X y SDS 1% (p/v) en 
agua bidestilada durante 2 horas a 100 V y TA.
c) Electrotransferencia
Las proteínas se transfirieron desde el gel a una membrana de nitrocelulosa AmershamTM 
HybondTM-ECL (GE Haelthcare, Reino Unido), en la que se producen interacciones no cova-
lentes de naturaleza hidrofóbica. La electrotransferencia se basa en el empleo de una corriente 
eléctrica y un tampón de transferencia que hacen que las proteínas migren del polo negativo 
al polo positivo, quedando unidas a la membrana. La transferencia de las proteínas se realizó 





durante 1 hora a 100 V en cámara fría. La presencia de bandas en la membrana se comprobó 
mediante tinción con rojo Ponceau.
d) Bloqueo
Dado que a la membrana pueden unirse proteínas de forma inespecífica, es necesario blo-
quear los lugares de unión que han quedado libres después de la transferencia. Para ello se 
empleó una solución de bloqueo (lactoalbúmina al 10% (v/v) en TBS-Tween 20) durante 1 hora 
a TA en agitación constante. Las proteínas de la solución de bloqueo se unirán a las regiones 
de la membrana que no estén ocupadas por las proteínas transferidas, de forma que aumen-
tamos la especificidad del anticuerpo.
e) Detección, revelado y análisis
Para determinar la presencia de las proteínas de interés, se llevó a cabo una inmunode-
tección indirecta mediante el empleo secuencial de un anticuerpo primario y uno secundario. 
Se incubó la membrana con el anticuerpo primario correspondiente en suero de bloqueo al 
1% (v/v) durante toda la noche a 4 °C y agitación moderada. Una vez retirado el anticuerpo 
y tras tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20, se incubó en anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa y diluido en solución de bloqueo al 1% (v/v) durante 1 hora a TA. 
El revelado del marcaje se realizó con el luminol del kit Immun-Star HRP en cámara oscura y 
se visualizó con el equipo VersaDoc™ Model 4000 Imagin System (Bio-Rad Laboratories). El 
análisis densitométrico de las bandas de proteína se realizó empleando el programa de aná-
lisis de imagen Image Quant TL (Amersham Biosciences). Los datos de cantidad de proteína 
fueron normalizados respecto al control de carga (γ-tubulina), que se detectó en las mismas 
membranas tras lavarlas con glicina 1M a pH 3 durante 40 minutos a 50 °C. Por último, los 
datos fueron normalizados respecto a su tratamiento control, expresando en tanto por uno el 
número de veces que estaba cada proteína respecto a su control. 
4.6. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE MICROARRAY DE ADN
El análisis de la expresión génica por microarrays es una herramienta de estudio muy poten-
te que permite determinar los cambios en la síntesis de ARN mensajero (ARNm) de multitud de 
genes simultáneamente. Para ello es preciso realizar un protocolo experimental que se divide 
en tres grandes etapas.
i) Obtención de ARN total y mensajero
La expresión de genes se realiza mediante la transcripción de ADN para formar ARNm cuya 





Aprovechando esta particularidad y mediante un método de separación en columnas em-
pleando bolas con secuencias poli (dT) (secuencia complementaria a la secuencia poli (dA)), se 




• Acetato de sodio
• Glucógeno 
• Dietilpirocarbonato (DEPC)
• Reactivo de aislamiento TRI Reagent®




Tras recoger las células expuestas al compuesto objeto de estudio, se retiró el medio por 
centrifugación (10 minutos, 1200 rpm) y se lavaron las células con PBS. Tras volver a cen-
trifugar, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el sedimento obtenido con el reactivo de 
aislamiento TRI Reagent® (107 células/mL). Tras una cuidadosa agitación, las muestras se 
mantuvieron a -80 °C. A continuación, se procedió a aislar el ARN total siguiendo el método 
del fenol-cloroformo descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). La extracción del ARN total 
se inició añadiendo 200 µL de cloroformo por cada mililitro de TRI Reagent® y, tras agitar las 
muestras, se incubaron durante 15 minutos a TA. Posteriormente se centrifugaron a 12000 g 
durante 15 minutos a 4 °C, lo que originó tres fases: la inferior orgánica de color rosado que 
contenía proteínas, otra intermedia blanca, donde se hallaba el ADN y por último, la fase su-
perior acuosa e incolora que contenía el ARN. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo al 
que se añadieron 500 µL de isopropanol por cada mililitro de TRI Reagent®. Después de 10 
minutos de incubación a TA, se realizó una centrifugación a 12000 g durante 10 minutos a 
4 °C, obteniéndose en el fondo del tubo un depósito de ARN. Se retiró el sobrenadante con 
cuidado y se lavó el sedimento con etanol frío al 75% (v/v), centrifugándose seguidamente a 
13000 rpm durante 5 minutos a TA. El depósito resultante se dejó secar al aire y se resuspen-
dió finalmente en agua con dietilpirocarbonato 0.1% (v/v) libre de DNAsas y RNAsas. El ARN 
total se cuantificó empleando un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific), 
teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale aproximadamente a 40 
µg/mL. Además, para determinar su pureza se calculó el cociente A260/A280, que debía estar 
próximo a 2 para considerar que el ARN estaba en buenas condiciones. Finalmente se cargó 
en un gel de agarosa al 1% para comprobar su integridad.
En este punto, se purificó el ARN mensajero de las muestras como se indica a continuación. 





DEPC, la solución de unión del kit GENELUTE y las bolas con los oligonucleótidos poli(dT). 
Posteriormente, se dejaron reposar a TA durante 10 minutos y se centrifugaron brevemente. 
Se retiró el sobrenadante. El sedimento, en que se encontraban unidas las bolas poli(dT) y el 
ARNm, se resuspendió en la solución de lavado, se transfirió a una columna y se centrifugó 
durante 2 minutos. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante. Esta operación se realizó por 
duplicado. A continuación, se retiró la columna y se colocó en un tubo nuevo, en el que se aña-
dieron 50 µL del tampón de extracción precalentado a 70 °C y se incubó durante 5 minutos a 
70 °C. Se realizó una centrifugación de un minuto. El ARNm purificado se precipitó con etanol 
absoluto, acetato de sodio (3:1) y glucógeno durante toda la noche a -20 °C. Al día siguiente, 
las muestras se centrifugaron a 15000 g durante 15 minutos a 4 °C, se añadió etanol 75% 
(v/v) y se volvió a centrifugar durante 5 minutos más. Una vez retirado el sobrenadante, se dejó 
secar a TA. El ARNm se resuspendió en agua con DEPC precalentada y se incubó 5 minutos 
a 65 °C. Tras centrifugar durante un minuto, se cuantificó de nuevo empleando un NanoDrop 
ND-1000 y se comprobó su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.
ii)  Marcaje de ADN complementario e hibridación en el biochip
Para realizar la hibridación de las muestras con las secuencias de ADN impresas en el 
biochip, se realizó la síntesis de ADN complementario (ADNc). Este proceso se llevó a cabo 
mediante retrotranscripción inversa del ARNm, durante la que se incorporaron nucleótidos 
fluorescentes (dUTPs) marcados con cianinas verdes (Cy3) y rojas (Cy5). En este momento, 
las hebras de ADNc que procedían del control estaban marcadas con Cy3 (verde) y las de 
los cultivos expuestos a tóxicos con Cy5 (rojo). Estas secuencias se hibridaron en el biochip 
y durante este proceso ambos tipos de hebras se anclaron a sus complementarias. Los 
genes que vieron reprimida su expresión tras el tratamiento mostraron en el biochip el color 
verde del control. Por el contrario, aquellos genes cuya expresión estaba aumentada en 
respuesta al xenobiótico mostraron predominantemente el color rojo con el que se marcó 
la muestra problema.
El biochip utilizado para el estudio es el CholestChipTM (Biotools B&M Labs. S.A., Espa-
ña), un microarray especialmente diseñado por el Dr. Javier Martínez-Botas (Laboratorio de 
Microarrays del Servicio Bioquímica-Investigación del Hospital Ramón y Cajal) para el es-
tudio del metabolismo de lípidos, ciclo celular, farmacogenómica y ensayos con xenobióti-
cos. Contiene 319 secuencias génicas humanas con tamaños entre 0.4 y 1.0 Kbases, que 
fueron seleccionadas a partir de la base de datos I.M.A.G.E Consortium y se obtuvieron de 
OpenBiosystems Inc. (Thermo Scientific). Su desarrollo se debe al interés por determinar las 
relaciones que existen entre la obesidad y los problemas de metabolismo y ciclo celular, ade-






El microarray se imprimió en cristales de aminosilano empleando un robot de impresión 
SpotArray™ 72 (Perkin Elmer Inc., EE.UU.) con un diseño de impresión que distribuye tripli-
cados en dos coordenadas distintas del array, de manera que cada sonda se imprimió seis 
veces, permitiendo comprobar la reproducibilidad de la prueba. El ADN se fijó al soporte me-
diante una irradiación de luz ultravioleta 300 mJ (GS GEN LINKER™, BioRad, EE.UU.) y una 
incubación durante 2 horas a 80 °C.
Reactivos
Los reactivos RT SuperScript II, di-tio-tritol (DTT), tampón de replicación 5x y Cot-1 DNA® se 
obtuvieron de Invitrogen (EE.UU.). Los cebadores aleatorios (random primers), los oligo dT y el 
inhibidor de RNAsas que se utilizaron eran de Promega (Promega Co., EE.UU.). Cy3-dUTP, Cy5-
dUTP, las columnas de purificación de ADN del kit Illustra CyScribe GFX y las sondas control 
Lucidea™ spike mix procedían de Amersham-GE Healthcare (Reino Unido). El tampón tris-HCl, 
EDTA, BSA, DEPC y las bolas poli (dA) provenían de Sigma-Aldrich. El hidróxido de sodio era 
de Panreac  y los desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) fueron comprados a Applied 
Biosystems (EE.UU.). Para la hibridación se empleó el tampón del kit de hibridación de Perkin 
Elmer (EE.UU.) y para los lavados finales Arrayit® Wash buffers (A, B y C) (Arrayit® Co., EE.UU.).
Procedimiento
Se empleó el protocolo de Aldamassi y colaboradores (2001), con las modificaciones del 
Laboratorio de Microarrays del servicio de Bioquímica-Investigación del Hospital Ramón y Cajal. 
En un tubo eppendorf, se mezclaron 1 µg de ARNm con oligonucleótidos dT (0.5 µg/µL), los 
cebadores aleatorios (0.5 µg/µL) y de las sondas control (spikes mix) en presencia de agua 
con DEPC 0.1% (v/v) durante 10 minutos a 70 °C en el termociclador Peltier Thermal Cycle, 
PTC-200 (MJ Research, EE.UU.). El programa finalizó manteniendo las muestras a 4 °C. A 
continuación, se añadieron el tampón de replicación 5X, DTT 10 mM y una disolución con todos 
los desoxinucleótidos en agua con DEPC. Asimismo, se incorporaron un inhibidor de RNAsas 
(30U), los dUTP marcados con Cy3 para el control y Cy5 para las muestras tratadas y, por 
último, la transcriptasa inversa SuperScript II (14 U). Se realizó una incubación a 42 °C durante 
2 horas en el termociclador. Posteriormente, se procedió a la degradación del ARNm mediante 
el empleo de EDTA e hidróxido de sodio durante 30 minutos a 65 °C. Las muestras se dejaron 
enfriar a 4 °C, tras lo cual se añadió tampón tris-HCl 1 M (pH 7.5) para purificar el ADNc en 
columnas GFX combinando las muestras control (Cy3) con las muestras tratadas (Cy5). Tras la 
purificación, se añadió a las mezclas 0.4 µg poli (dA) y 0.08 µg de Cot-1 DNA® y se secaron en 
un liofilizador Speed Vacuum SPD12IP (Termo Electron Co., EE.UU.). 
El biochip se bloqueó durante 15 minutos a temperatura ambiente con albúmina de suero 





rante 5 minutos y se fijó durante 2 minutos en etanol 96% (v/v). Finalmente, se secó el cristal 
con una bomba de aire. Las muestras liofilizadas se resuspendieron en 20 µL de tampón de 
hibridación durante 3 minutos a 50 °C y, tras un pulso en la centrífuga, se cargó la muestra 
sobre el biochip y se montó con un cubreobjetos. El microarray se incubó en una cámara de 
hibridación durante toda la noche a 50 °C. Transcurrido este tiempo, se retiraron los cubreob-
jetos de los soportes y se mantuvo el biochip en la solución de lavado A (1X) durante 5 minutos 
en agitación. A continuación se procedió del mismo modo con las soluciones B y C. Para con-
cluir, se lavó con agua bidestilada y se secó con una bomba de aire, tras lo cual se procedió a 
la lectura de la muestra.
iii)  Cuantificación de la expresión génica y análisis de los patrones de expresión
Tanto la lectura como el análisis de los resultados de un microarray requieren de un equi-
pamiento específico acoplado a potentes herramientas informáticas que permiten evaluar los 
cambios de expresión génica en el contexto del biochip. Tras procesar el microarray, se in-
trodujo en un escáner de lectura ScanArray (Perkin Elmer). Los valores medios de intensidad 
de fluorescencia de cada canal (Cy3-verde y Cy5-rojo) y de cada sonda fueron calculados 
automáticamente por el programa ScanArray Express 3.0 (Perkin Elmer). El análisis de los re-
sultados se realizó on line, en el enlace http://gepas3.bioinfo.cipf.es/, utilizando la aplicación 
Herramientas de normalización, donde los datos de intensidad se corrigieron por sustracción 
del fondo y se normalizaron por global LOWESS. Los datos normalizados se filtraron para eli-
minar las sondas control, así como los datos con intensidad por debajo de los límites de con-
fianza y las réplicas inconsistentes. Tras estos procesos se calculó el ratio Cy5/Cy3 para cada 
gen. En todos los casos, se consideraron cambios de expresión génica significativos aquellos 
que mostraron ratios Cy5/Cy3 mayores de 1.68 (Log2 0.75) o menores de 0.56 (Log2 -0.75). 
La presentación de los resultados del microarray se realizó con el programa TIGR Multiexperi-
ment Viewer 3.1 (TM4 Software Development Team, EE.UU.), que permite construir diferentes 
diagramas de colores por columnas que relacionan los genes analizados según criterios esta-
dísticos basados en distancias euclídeas.
5. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS
La recopilación de los datos procedentes de los distintos estudios y la elaboración de las 
gráficas se llevó a cabo con la ayuda del programa informático Microsoft® Excel® 2007 (versión 
12.0) (Microsoft Corporation, EE.UU.)
Los valores de EC50 de los estudios de citotoxicidad basal se calcularon con el programa 





Los análisis estadísticos de los datos obtenidos se llevaron a cabo con el software IBM 
SPSS Statistics 19.0 (IBM, EE.UU.). Para llevar a cabo un análisis estadístico que permitiese 
detectar diferencias significativas entre las muestras tratadas y las muestras control se realiza-
ron al menos tres experimentos independientes, variando el número total final en función del 
parámetro evaluado y del tipo de metodología empleada para su estudio.
Para cada parámetro estudiado se realizaron los test normalidad y homocedasticidad 
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. En función de la información obtenida en estos test, 
los datos se analizaron de la siguiente forma:
• Si las muestras podían considerarse homogéneas y normales, los datos 
normalizados se analizaron mediante el test ANOVA, seguido de un test 
post hoc Bonferroni o Games Howell, en cada caso el más apropiado. Las 
diferencias se consideraron significativas a un valor p ≤ 0.05.
• Si las muestras no eran homogéneas o no presentaban una distribución normal, 
se empleó el test de Kruskal-Wallis, analizándose las diferencias entre los pares 
mediante el test U de Mann-Whitney. En este caso las probabilidades fueron 
ajustadas  mediante la corrección Bonferroni. Las diferencias se consideraron 













1. EVALUACIÓN DE LA CITOTOXICIDAD AGUDA:                                      
EL DI (2-ETILHEXIL) FTALATO
1.1. EFECTOS DEL DEHP SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA VIABILIDAD CELULAR 
Los estudios de citotoxicidad basal del DEHP en las líneas celulares Vero y HaCaT se lle-
varon a cabo mediante una batería de ensayos in vitro complementarios entre sí, exponiendo 
las células durante 24 horas a concentraciones crecientes del compuesto en el rango de 
1-100 µM. Los resultados, tanto de viabilidad (RN y MTT) como de crecimiento (CPT), mos-
traron un claro efecto dependiente de concentración, muy similar en ambas líneas celulares 
(Fig. 12). El test de incorporación de RN, relacionado con la integridad de las membranas, 
fue el primero en presentar diferencias significativas con respecto al control tanto en las célu-
las Vero (10 µM) como en las HaCaT (5 µM), y el único parámetro de citotoxicidad basal para 
el que se pudieron calcular valores de EC50 (13.3 y 12.1 µM respectivamente). El ensayo de 
reducción del MTT, que analiza principalmente el metabolismo oxidativo, así como la cuantifi-
cación de la proteína celular total (CPT) mediante el método de BRD, que se relaciona con el 
número de células presentes en el cultivo, sufrieron una caída moderada dosis-dependiente 
en ambas líneas celulares, alcanzando en la concentración de 100 µM valores cercanos al 
60% respecto al control.
A B
FIGURA 12. Citotoxicidad basal del DEHP en células Vero (A) y HaCaT (B) expuestas durante 24h a concentraciones 
crecientes del compuesto. Se representan los valores medios (M±SD) obtenidos en los diferentes ensayos: 
contenido de proteína celular total (CPT), reducción de la sal de tetrazolio MTT e incorporación de rojo neutro 





Los estudios morfológicos se llevaron a cabo en paralelo a los ensayos de citotoxicidad ba-
sal con el objetivo de determinar si las alteraciones observadas en las pruebas bioquímicas se 
correspondían con cambios morfológicos en la integridad y/o patrón de distribución de los or-
gánulos celulares. En base a los resultados de dichas pruebas, para realizar estos estudios se 
seleccionaron las concentraciones de 10 y 100 µM de DEHP. 
FIGURA 13. Estudio morfológico in vivo de células Vero (A) y HaCaT (B) expuestas 24h a DEHP 10 y 100 µM. Se 
muestran imágenes representativas de la morfología celular general en contraste de fase (CF), así como de la 
integridad del compartimento endosomal y el retículo mitocondrial mediante marcaje supravital con naranaja de 
acridina (NA) y rodamina 123 (Ro123), respectivamente. Los tratamientos dieron lugar a la aparición de vesículas 
refringentes en el citoplasma (cabezas de flecha), la alcalinización del compartimento endosomal y una leve 





FIGURA 13. Estudio morfológico in vivo de células Vero (A) y HaCaT (B) expuestas 24h a DEHP 10 y 100 µM. Se 
muestran imágenes representativas de la morfología celular general en contraste de fase (CF), así como de la 
integridad del compartimento endosomal y el retículo mitocondrial mediante marcaje supravital con naranaja de 
acridina (NA) y rodamina 123 (Ro123), respectivamente. Los tratamientos dieron lugar a la aparición de vesículas 
refringentes en el citoplasma (cabezas de flecha), la alcalinización del compartimento endosomal y una leve 
fragmentación del retículo mitocondrial. Escala 10 µm.
En la figura 13 se muestran imágenes representativas de células Vero (A) y células HaCaT 
(B) tratadas con DEHP y procesadas convenientemente para llevar a cabo la evaluación de la 
integridad morfológica de sus componentes. La morfología celular general se analizó a través 
de la observación directa de células vivas mediante microscopía óptica de contraste de 





esta línea celular, con un citoplasma amplio y plano en el que se observan gran cantidad 
de orgánulos y se identifican con claridad el núcleo y los nucléolos. En el citoplasma de las 
células tratadas con DEHP 10 µM llamó especialmente la atención la presencia de vesículas 
refringentes, que aumentaron en número y tamaño en la concentración de 100 µM. En el 
caso de las células HaCaT, que en condiciones normales crecen agrupadas en colonias y 
muestran una característica morfología poligonal, la presencia de estas vesículas se obser-
vó en menor medida y sólo en la concentración de 100 µM. 
La integridad del compartimento endosomal se analizó mediante marcaje supravital con el 
colorante naranja de acridina (AO). Los controles de las células Vero y HaCaT presentaron liso-
somas de color rojo y/o anaranjado, propio de su contenido ácido. Este patrón se vio alterado 
por el DEHP desde 10 µM en ambas líneas celulares, aunque de forma más acusada en las 
células HaCaT. Se observó una leve tumefacción de los lisosomas acompañada de la relocali-
zación del colorante, lo que se puso de manifiesto a causa de un aumento de la fluorescencia 
verde en el citoplasma. El efecto del DEHP sobre el compartimento endosomal resultó más 
severo en 100 µM, concentración en la que se pudo observar la alcalinización del contenido 
de estos orgánulos a través del viraje de su coloración hacia el amarillo, así como la presencia 
de lisosomas agregados en la región perinuclear, que en ningún caso se correspondieron con 
las vesículas observadas mediante contraste de fase. 
La posible alteración del retículo mitocondrial se estudió mediante el marcaje con el co-
lorante supravital rodamina 123 (Ro123). A diferencia de las células control de ambas líneas 
celulares, que presentaron las mitocondrias dispuestas en forma de retículo filamentoso, las 
células tratadas con DEHP 10 µM mostraron una fragmentación leve, que se hizo más acu-
sada en la concentración de 100 µM, apareciendo también fenómenos de tumefacción en 
ambos tipos celulares.
Sobre la base de los resultados anteriores, para realizar los siguientes estudios se seleccio-
nó la concentración de 100 µM de DEHP. Teniendo en cuenta que esta concentración redujo 
en más del 20% el contenido de proteína celular total en las dos líneas celulares utilizadas, se 
realizó un análisis de ciclo celular mediante citometría de flujo, con el fin de valorar si el des-
censo de la densidad celular causado por los tratamientos con el compuesto se asociaba con 
un posible efecto antiproliferativo del mismo. En la línea celular Vero se observó una acumu-
lación significativa de células en la fase G0/G1, acompañada de una disminución en las fases 
S y G2/M (Fig. 14A). Un perfil de ciclo celular muy similar se obtuvo para las células HaCaT 
(Fig. 14B). Si bien en estas últimas el porcentaje de células en fase G2/M se redujo significa-
tivamente, los cambios en la fracción G0/G1 y S no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas con respecto al control. Además, en esta línea se observó un ligero incremento 






FIGURA 14. Efecto del DEHP sobre la progresión del ciclo celular de células Vero (A) y HaCaT (B) tras exposiciones 
de 24h a una concentración del compuesto de 100 µM. Se representan los valores medios (M±SD) obtenidos. 
* Diferencias significativas con respecto al control (p ≤ 0.05).
1.2. ALTERACIONES SUBCELULARES ASOCIADAS CON LA EXPOSICIÓN A DEHP
Dado que bajo determinadas condiciones las células pueden acumular en su citoplasma 
cantidades anormales de distintas sustancias, y con el objetivo de identificar las estructuras 
refringentes detectadas en el citoplasma de las células expuestas a DEHP por microscopía de 
CF, se llevaron a cabo dos técnicas de tinción clásicas para la detección de lípidos y glucóge-
no, dos de las principales moléculas que acumulan las células en respuesta a la acción tóxica 
de compuestos químicos.
El marcaje con rojo Nilo reveló la presencia de un punteado de color amarillo oro distribuido 
por el citoplasma de las células tratadas con DEHP 100 µM durante 24 horas (Fig. 15A), lo 
que indicaba que la exposición al compuesto daba lugar a la acumulación de inclusiones o 
gotas lipídicas (CLDs, Cytosolic Lipid Droplets) en las dos líneas celulares estudiadas. Cabe 
señalar que estas gotas mostraron el mismo patrón que las vesículas refringentes observadas 
en contraste de fase. Por su parte, la reacción del PAS, mediante la cual es posible detectar 
acumulaciones citoplasmáticas de glucógeno, resultó positiva sólo en células Vero tratadas 





FIGURA 15. Alteraciones subcelulares de células Vero y HaCaT expuestas 24h a DEHP 100 µM. (A) Detección de 
gotas lipídicas mediante tinción con Rojo Nilo. (B) Marcaje de acumulaciones de glucógeno mediante la reacción 
del PAS. (C) Estudio ultraestructural mediante microscopía electrónica de transmisión. Las cabezas de flecha 
indican los depósitos de glucógeno intracelular (partículas α) en células Vero y los asteriscos muestran dilatación 





Con el fin de obtener un conocimiento más profundo de las alteraciones subcelulares 
observadas en las células  tratadas con el compuesto, se llevaron a cabo estudios de mi-
croscopía electrónica de transmisión (MET). Las células Vero no tratadas presentaron una 
ultraestructura normal, con cromatina laxa y orgánulos bien conservados. Tras los trata-
mientos con DEHP 100 µM prácticamente todas las células examinadas mostraron autoli-
sosomas pleiomórficos con contenido celular amorfo y/o estructuras multilamelares, lo que 
resultaba compatible con procesos de autofagia. Además, en el citoplasma de estas células 
se observó un marcado exceso de glucógeno, tanto en forma de partículas β como en rose-
tas (partículas α), y se confirmó la existencia de inclusiones lipídicas. La ultraestructura de las 
células HaCaT también se vio alterada como consecuencia de los tratamientos con DEHP. 
Entre las características más reseñables destacaron la presencia de mitocondrias dañadas 
en el interior de vesículas autofágicas, la aparición de inclusiones lipídicas y la dilatación de 
cisternas del retículo endoplásmico (Fig. 15C).
1.3. ANÁLISIS DE MARCADORES DE ESTRÉS DE RETÍCULO                                 
TRAS LA EXPOSICIÓN A DEHP
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidió valorar a continuación la posible 
interferencia del DEHP con la fisiología del retículo endoplásmico (RE). Para evaluar la posible 
inducción de estrés de RE por este plastificante se analizaron por western blot los niveles de 
expresión de dos marcadores críticos de respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, Unfolded 
Protein Response): la proteína de la familia de las chaperonas GRP78/BiP y el factor de 
transcripción proapoptótico CHOP/GADD153. En las células Vero, los niveles de GRP78 se 
incrementaron ligeramente tras 4 horas de exposición a DEHP 100 µM y se duplicaron con 
respecto al control a las 24 horas. Por el contrario, los niveles de CHOP no se vieron alterados 
tras las primeras 4 horas de tratamiento y se redujeron ligeramente respecto al control en el 
tiempo de exposición más largo (Fig. 16A). En las células HaCaT, el DEHP provocó un notable 
aumento respecto al control en los niveles de GRP78 y CHOP a las 4 horas, seguido de una 
leve reducción de la cantidad de proteína a las 24 horas (Fig. 16B).
Se investigó a continuación si los cultivos celulares expuestos a DEHP mostraban una ex-
presión alterada de la proteína Bcl-2 antiapoptótica, un modulador clave en la señalización de 
la muerte celular. Como se muestra en la figura 16A, tras 24 horas de tratamiento con el com-
puesto las células Vero mostraron niveles de Bcl-2 2.8 veces por encima de los controles. Por 
su parte, en la línea celular HaCaT se detectó un incremento en los niveles de esta proteína tras 
4 horas de exposición y una reducción del 50% con respecto al control después de 24 horas 





FIGURA 16. Análisis por Western blot de marcadores de estrés de RE en células Vero (A) y HaCaT (B) tratadas 
con DEHP 100 μM durante 4h y 24h. Se indican los valores de inducción relativa, que expresan la cantidad 
de proteína presente en las muestras tratadas con respecto a las muestras no tratadas, tras la normalización 
de la carga con respecto a la proteína γ-tubulina. Las imágenes son representativas de un mínimo de tres 
experimentos independientes.
1.4. RESUMEN DE LOS EFECTOS DEL DEHP 
• El DEHP ejerce un efecto citotóxico dependiente de dosis en las líneas celulares Vero y HaCaT. 
El ensayo de citotoxicidad basal más sensible es el RN, lo que coincide con las pruebas 
morfológicas y señala al compartimento endosomal como una diana preferente del compuesto.
• Los tratamientos con DEHP 100 μM dan lugar a alteraciones en la progresión del ciclo celular 
de células de mamífero en cultivo. Se observa una disminución significativa de la fracción 
G2/M tanto en células Vero como HaCaT, acompañada de un incremento de células en 
G0/G1 en el primer caso y de la fracción sub G1 apoptótica en el segundo.
• El análisis de las alteraciones subcelulares inducidas por DEHP pone de manifiesto la 
presencia de inclusiones lipídicas  en el citoplasma de las células expuestas al plastificante. 
En el caso de las células de origen renal, se observa además la acumulación de glucógeno 
en forma de rosetas. Los estudios de ultraestructura confirman los resultados de microscopía 
óptica y evidencian la presencia de cisternas del RE dilatadas tanto en células Vero como 
HaCaT, así como la inducción de procesos de autofagia en el caso de la primera línea celular.
• El análisis de proteínas por Western blot demuestra que los tratamientos con DEHP 100 μM 
inducen la expresión de marcadores de respuesta a proteínas mal plegadas, con un patrón 





2. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD POR EXPOSICIÓN PROLONGADA: 
EL TRICLOSÁN
La evaluación toxicológica del TCS se inició con la determinación de su citotoxicidad basal 
en las líneas celulares de origen humano HaCaT, MDA-MB-231 y MCF7, exponiendo las célu-
las durante 24 horas a concentraciones crecientes de TCS en el rango de 1 a 100 µM.
FIGURA 17. Citotoxicidad basal del TCS en células HaCaT (A), MDA (B) y MCF7 (C) expuestas durante 24h 
a concentraciones crecientes del compuesto. Se representan los valores medios (M±SD) obtenidos en los 
diferentes ensayos: contenido de proteína celular total (CPT), reducción de la sal de tetrazolio MTT e incorporación 
de rojo neutro (RN). Se incluyen los valores de EC50 (M±SD) para cada uno de los ensayos (D). * Diferencias 





Los resultados de las pruebas cuantitativas (RN, MTT y CPT) mostraron que el TCS induce 
una fuerte respuesta citotóxica dependiente de dosis con un perfil muy similar en los tres ti-
pos celulares, obteniéndose diferencias significativas respecto al control desde 5 µM y valores 
de EC50 en torno a 10 µM en todos los ensayos utilizados (Fig. 17). Si bien el ensayo de RN 
resultó ser el más sensible, tanto éste como el MTT mostraron estar estadísticamente corre-
lacionados de forma significativa con el ensayo de CPT (Tabla 12), que constituye una medida 
indirecta del número de células presentes en el cultivo, demostrándose la existencia de un 
claro efecto antiproliferativo del TCS.
R Pearson HaCaT MDA MCF7
MTT - CPT 0.82* 0.97* 0.97*
RN - CPT 0.79* 0.93* 0.97*
TABLA 12. Análisis de correlación de los ensayos de viabilidad con respecto 
al contenido de proteína celular total en las líneas celulares estudiadas. 
* Correlaciones estadísticamente significativas.
2.1. EFECTOS DEL TCS SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR
Una vez caracterizado el perfil de citotoxicidad basal del TCS, se planteó una estrategia 
experimental en la que se redujo el rango de concentraciones a evaluar (0-2 µM) y se aumentó 
el tiempo de exposición al compuesto. A efectos comparativos, se seleccionaron dos con-
centraciones de los ensayos de 24 horas: 1 µM (la menor utilizada) y 10 µM (valor promedio 
de los EC50).
Para controlar la evolución de los cultivos, se realizaron ensayos de CPT mediante el méto-
do de Bradford cada 24 horas, hasta alcanzar un tiempo total de 120 horas. Desde las 72 ho-
ras de exposición continua a TCS, las tres líneas celulares mostraron un incremento respecto 
al control de la cantidad de proteína en las concentraciones de 0.5 µM en HaCaT y 1 µM en 
MDA y MCF7. Este incremento no fue significativo hasta las 120 horas (Fig. 18), condición que 
se seleccionó para realizar los estudios de exposición prolongada.
Con el fin de valorar el efecto del compuesto sobre la progresión del ciclo celular, se llevaron 
a cabo estudios de citometría de flujo en diferentes condiciones experimentales: a) 24 horas 
de exposición y concentraciones de TCS de 0.5 o 1 µM y 10 µM; y b) 120 horas de exposición 
y concentraciones de 0.5 o 1 µM y 2 µM. La concentración seleccionada menor (0.5 µM para 
las células HaCaT y 1 µM para las células MDA y MCF7) se correspondió con el incremento 





FIGURA 18. Efecto del TCS sobre el contenido de proteína celular total de células HaCaT, 
MDA y MCF7 expuestas al compuesto durante 120h. Se representan los valores medios 
(M±SD) obtenidos. * Diferencias significativas con respecto al control (p ≤ 0.05).
Como se muestra en la figura 19, las tres líneas celulares estudiadas mostraron alteraciones 
del ciclo celular después de los distintos tratamientos con TCS. Las células HaCaT expuestas 
a TCS 0.5 µM durante 24 horas mostraron un incremento no significativo de células en la fase 
G0/G1, así como una disminución significativa de la fracción S, no observándose cambios en 
el resto de fases del ciclo celular en esta condición experimental (Fig. 19A). Esta tendencia 
resultó muy similar en las células MDA, que presentaron un aumento significativo en la  fracción 
G0/G1, acompañado de una reducción del número de células en S en los tratamientos de 
24 horas con TCS 1 µM (Fig. 19C). En estas mismas condiciones, la línea celular MCF7 úni-
camente mostró una disminución significativa del porcentaje de células en la fracción G0/G1, 
no observándose cambios en el resto de etapas del ciclo celular (Fig. 19E). Por su parte, los 
tratamientos de 24 horas con TCS 10 µM dieron lugar a respuestas distintas en función del 
tipo celular utilizado. Como se observa en la figura 19A, las células HaCaT mostraron una 
disminución significativa del porcentaje de células en G0/G1, acompañada de una reducción 
significativa de la fase S y un leve, aunque no significativo, descenso del porcentaje de células 
en G2/M. Las células MDA evidenciaron un aumento significativo de la fracción G0/G1 así 
como disminuciones estadísticamente significativas de las fracciones S y G2/M (Fig. 19B). La 
línea celular MCF7 presento una disminución significativa del porcentaje de células en G0/G1 y 
G2/M, acompañada de un aumento significativo de células en S (Fig. 19C). Como característi-





ron un importante incremento del porcentaje de células en la fracción sub-G1 apoptótica, que 
resultó más evidente en las células HaCaT (29.2%) y MDA (17.1%) que en las MCF7 (3.1%). 
FIGURA 19. Efecto del TCS sobre la progresión del ciclo celular de células humanas en cultivo. (A) Células HaCaT 
tratadas 24h con TCS 0.5 y 10 µM. (B) Células HaCaT tratadas 120h con TCS 0.5 y 2 µM. (C) Células MDA 
tratadas 24h con TCS 1 y 10 µM. (D) Células MDA tratadas 120h con TCS 1 y 2 µM. (E) Células MCF7 tratadas 
24h con TCS 1 y 10 µM. (F) Células MCF7 tratadas 120h con TCS 1 y 2 µM. Se representan los valores medios 





Los tratamientos con TCS 0.5/1 µM durante 120 horas dieron lugar a resultados muy si-
milares en las tres líneas celulares estudiadas, observándose una reducción significativa del 
porcentaje de células en la fase G0/G1, acompañada de un incremento estadísticamente sig-
nificativo en la fase G2/M y en el número de células poliploides. No se observaron variaciones 
con respecto al control en la fracción S ni en la sub-G1 en esta condición experimental  (Fig. 
19B,D,F). Los tratamientos con 2 µM dieron lugar al aumento de células en la fracción sub-G1 
apoptótica en todas las líneas celulares, así como al incremento de la fase G0/G1 en células 
HaCaT y MDA, y de la fase S en células MCF7. En esta condición experimental no se observa-
ron cambios con respecto al control ni en la fracción G2/M ni el número de células poliploides.
Para tener una visión más completa de los efectos del TCS sobre la proliferación celular, se 
llevaron a cabo recuentos de índice mitótico (IM) bajo las mismas condiciones experimentales 
que los análisis de citometría de flujo. Se realizaron asimismo estudios de crecimiento de los 
cultivos celulares, mediante el recuento directo del número de células tras 72 y 120 horas de 
tratamiento con TCS 0.5/1 µM, concentración en la que se había detectado el incremento de 
proteína, de G2/M y de células poliploides en todas las líneas celulares. 
Los recuentos de IM se realizaron sobre células marcadas con anti-α-tubulina y núcleos 
contrateñidos con Hoechst 33258, lo que permite la observación conjunta del citoesqueleto de 
microtúbulos y el ADN, facilitando la identificación de las distintas fases de la mitosis (Fig. 20C).
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FIGURA 20. Efecto del TCS sobre la tasa de división celular. Se representan los valores de índice mitótico (M±SD) 
de células HaCaT, MDA y MCF7 expuestas a distintas concentraciones de TCS durante 24h (A) y 120h (B). 
Incrementos (s) y descensos (t) significativos con respecto al control (p ≤ 0.05). (C) Imágenes representativas 







FIGURA 20. Efecto del TCS sobre la tasa de división celular. Se representan los valores de índice mitótico (M±SD) 
de células HaCaT, MDA y MCF7 expuestas a distintas concentraciones de TCS durante 24h (A) y 120h (B). 
Incrementos (s) y descensos (t) significativos con respecto al control (p ≤ 0.05). (C) Imágenes representativas 
de células HaCaT control, en interfase y en división, marcadas con anti-α-tubulina (α-Tub) y Hoechst 33258 (Ho). 
Escala 10 µm.
Como se observa en la figura figura 20A, las células tratadas con TCS durante 24 horas sólo 
mostraron diferencias estadísticamente significativas respecto al control en la concentración 
de 10 µM, donde se produjo una considerable reducción de la tasa de división celular en los 
tres tipos celulares. Por su parte, los tratamientos de 120 horas evidenciaron un incremento 
significativo de la tasa de división celular en las células expuestas a TCS 0.5/1 µM, observán-
dose incrementos de IM del 36.30%, 26.63% y 61.55% en HaCaT, MDA y MCF7, respectiva-
mente. Los tratamientos con TCS 2 µM sólo alteraron la tasa de división celular de las células 
HaCaT, cuyo IM se redujo con respecto al control de forma estadísticamente significativa (Fig. 
20B). En cuanto al citoesqueleto de microtúbulos, ninguna de las condiciones experimentales 






Los estudios de crecimiento celular, realizados mediante el recuento directo del número de 
células viables en un hemocitómetro, demostraron que los cultivos tratados con TCS 0.5/1 µM 
durante 120 horas presentaban un número de células significativamente mayor que los cultivos 
control en todos los tipos celulares analizados (Fig. 21A-C).
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FIGURA 21. Medida de la proliferación de células HaCaT (A), MDA (B) y MCF7 (C) mediante recuento directo de 
células viables (M±SD). Para cada línea celular, se representa la evolución del cultivo control en comparación 
con el tratado con TCS 0.5 (HaCaT) o 1 µM (MDA, MCF7) durante 72h y 120h. * Diferencias significativas con 
respecto al control (p ≤ 0.05).
2.2. ANÁLISIS ESPECÍFICO DE DAÑO AL ADN TRAS LA EXPOSICÍON A TCS
Para evaluar la posible inducción de daño genotóxico por TCS se llevaron a cabo inmuno-
detecciones específicas contra 8-OHdG e histona H2AX fosforilada (γ-H2AX) en células Ha-
CaT, MDA y MCF7 tratadas con el compuesto durante 24 y 120 horas. 
Los resultados correspondientes a la cuantificación sobre imagen de la señal de 8-OHdG 
se muestran en la figura 22. Los tratamientos de 24 horas dieron lugar al marcaje positivo de 
las células en todas las condiciones experimentales estudiadas, duplicándose los valores de 
8-OHdG ya desde la menor concentración utilizada (Fig. 22A). La presencia de bases de ADN 
oxidadas es indicativa de la inducción de estrés oxidativo desde 0.5/1 µM en las tres líneas ce-
lulares. Los tratamientos de 120 horas también dieron lugar a un aumento significativo del por-
centaje de bases oxidadas en las tres líneas celulares analizadas (Fig. 22B). En esta condición 
experimental, los tratamientos con TCS 0.5/1 µM evidenciaron un incremento más moderado 
de la señal de 8-OHdG en comparación con la condición de 24 horas, observándose aumen-
tos respecto al control del 21.1%, 19.8% y 24.7% en HaCaT, MDA y MCF7, respectivamente. 
Por su parte, los tratamientos con TCS 2 µM dieron lugar a incrementos con respecto al con-







FIGURA 22. Detección del daño oxidativo al ADN mediante el marcaje inmunocitoquímico de 8-OHdG. Se 
representa el porcentaje con respecto al control (M±SD) del índice de 8-OHdG en células HaCaT, MDA y MCF7 
expuestas a TCS durante 24h (A) 120h (B). Incrementos (s) y descensos (t) significativos con respecto al 
control (p ≤ 0.05). (C) Imágenes representativas de células HaCaT control y tratadas. Escala 10 µm.
Los resultados de la detección específica de γ-H2AX, que señala la presencia de roturas de 
doble cadena en el ADN, mostraron que tras 24 horas de exposición a TCS los tratamientos de 
0.5/1 µM y 10 µM incrementaron de forma muy significativa el índice de dobles roturas en las 
células HaCaT, MDA y MCF7 (Fig. 23A). Este incremento también se pudo detectar después 
de los tratamientos de 120 horas con TCS 2 µM en los tres tipos celulares estudiados. Sin em-
bargo, las células expuestas a TCS 0.5/1 µM durante 120 horas no mostraron aumento alguno 





al contrario de lo ocurrido después de las primeras 24h de tratamiento (Fig. 23B). En la figura 
23C se muestran imágenes representativas de núcleos control y núcleos positivos a γ-H2AX.
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FIGURA 23. Detección específica de roturas de doble cadena de ADN mediante marcaje inmunofluorescente 
contra γ-H2AX y contratinción de núcleos con Hoechst 33258 (Ho). Se representan los porcentajes (M±SD) 
de células HaCaT, MDA y MCF7 marcadas positivamente tras la exposición a TCS durante 24h (A) 120h (B). 
Incrementos (s) y descensos (t) significativos con respecto al control (p ≤ 0.05). (C) Imágenes representativas 





2.3. APROXIMACIÓN GENÓMICA PARA EL ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL TCS
Con el fin de aproximarnos a las respuestas moleculares asociadas a exposiciones prolon-
gadas y bajas dosis de TCS, decidimos emplear una potente herramienta de análisis de ex-
presión génica basada en microarrays de ADNc. Para el estudio a gran escala de los cambios 
asociados a la exposición a TCS utilizamos un microrarray especialmente dirigido al estudio 
del metabolismo lipídico y el ciclo celular, conocido comercialmente como CholeschipTM. Rea-
lizamos el estudio tanto en células HaCaT como en MDA y MCF7, seleccionando la concen-
tración de 0.5 µM en el primer caso y 1 µM en los dos restantes, y un tiempo de exposición al 
compuesto de 120 horas.
 El resultado de hibridación del microarray fue óptimo en las tres líneas celulares, obtenién-
dose señal detectable en el 100% de los genes (319) presentes en el CholeschipTM (Fig. 24A). 
Una vez establecido un umbral de Log2 Cy5/Cy3 de ±0.75, obtuvimos un total de 48 genes 
expresados diferencialmente en al menos uno de los tres tipos celulares analizados (Fig. 24B). 
Como se muestra en la figura 24C, el análisis de conjuntos o cluster por distancias euclídeas 
para HaCaT, MDA y MCF7 permitió reconocer nueve grupos de genes. De forma general, no 
se obtuvieron patrones de expresión iguales en los tres tipos celulares (Tabla 13), con excep-
ción del cluster 3, que mostró 4 genes reprimidos en las tres condiciones de estudio.
Nº de genes MDA HaCaT MCF7
Sobreexpresados 6 4 15
Reprimidos 8 8 15
TABLA 13. Número de genes por línea celular cuya expresión se vio alterada 
significativamente después de 120 horas de exposición a TCS 0.5/1 µM.
De los genes expresados diferencialmente, casi el 20% (10) se correspondieron con se-
cuencias relacionadas con el ciclo celular y la gran mayoría de los restantes se relacionaban 
con el metabolismo lipídico. En estos últimos los resultados no mostraron una tendencia clara. 
Entre los que presentaron un perfil de expresión similar en las tres líneas celulares, encontra-
mos genes implicados en el trasporte y el metabolismo de ácidos grasos y colesterol, así como 
algunos relacionados con procesos de obesidad. A pesar de la variedad de resultados, en 
general se pudo observar una represión de los genes implicados en el metabolismo de ácidos 
grasos y la β-oxidación (SLC27A5, CPT2 y FABP2), así como de transportadores lipídicos re-
lacionados con la síntesis de colesterol (FDPS y ERG25). Por el contrario, genes relacionados 
con homeostasis de lípidos y con procesos de obesidad aparecen tanto sobreexpresados 















FIGURA 24. Análisis de la expresión génica de células tratadas durante 120h con TCS 0.5 µM (HaCaT) o 1 µM 
(MDA y MCF7), mediante el empleo de CholestchipTM. (A) Análisis jerárquico del microarray completo. (B) Análisis 
jerárquico de los genes expresados diferencialmente en al menos una de las líneas celulares. (C) Análisis de 





Respecto a los genes relacionados con el ciclo celular, la mayor parte de ellos se vieron 
alterados en la línea MCF7, bien sobreexpresados (CCNA2), bien reprimidos (CDKN1C/p57). 
Cabe destacar que dichos genes presentaron una tendencia similar, aunque de menor inten-
sidad y no significativa, en las otras dos líneas celulares. También se vio alterada en al menos 
un tipo celular la expresión de algunos genes de interleuquinas (ILB1,  IL12B) y de isoformas 
de p450 (CYP2B6, CYP7A1). Por último, señalar que el gen GADD45A, que codifica para la 
proteína con el mismo nombre (Growth arrest and DNA-damage-inducible protein GADD45 
alpha) y que está relacionada con la respuesta de estrés y el daño al ADN, estaba reprimido 
en las tres líneas celulares, aunque de manera significativa únicamente en las células MCF7. 
2.4. RESUMEN DE LOS EFECTOS DEL TCS
• La evaluación de la toxicidad aguda del TCS evidencia una fuerte respuesta citotóxica 
dependiente de dosis en las líneas celulares HaCaT, MDA y MCF7. Los ensayos de viabilidad 
(RN y MTT) muestran una buena correlación con el ensayo de contenido de CPT, lo que 
indica un efecto antiproliferativo del TCS en nuestras condiciones experimentales.
• Los efectos del TCS sobre la proliferación celular resultan distintos al reducir la concentración 
y aumentar el tiempo de exposición al compuesto. Los tratamientos con bajas dosis de TCS 
(0.5 μM en HaCaT y 1 μM en MDA y MCF7) durante 120h dan lugar al aumento de las tasas 
de división celular, de forma que los cultivos tratados presentan mayor número de células 
que los controles, así como IM más elevados.
• Los análisis específicos de daño al ADN demuestran que el TCS es capaz de producir daño 
genotóxico en las células HaCaT, MDA y MCF7 tras 24h de exposición al compuesto. La 
presencia de daño oxidativo al ADN y de dobles roturas también se evidencia después 
de los tratamientos de 120h con TCS 2 μM. Sin embargo, los tratamientos en los que se 
observa el efecto mitogénico (0.5 μM en HaCaT y 1 μM en MDA y MCF7) no muestran señal 
alguna de daño, al contrario de lo ocurrido durante las primeras 24h de tratamiento.
• El estudio a gran escala de los cambios de expresión génica asociados a la exposición a 
TCS demuestra que el 16% de los genes se expresa diferencialmente en al menos una 
de las líneas celulares tras 120h de tratamiento con TCS 0.5/1 μM.  De éstos, un 20% se 
corresponden con secuencias relacionadas con el ciclo celular y la gran mayoría de los 





3. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD RETARDADA:                                    
EL ÁCIDO PERFLUOROOCTANOICO
3.1. VALORACIÓN DEL EFECTO CITOTÓXICO DEL PFOA
La evaluación in vitro de los posibles efectos citotóxicos del PFOA se llevó a cabo 
en las líneas celulares HeLa y HaCaT, utilizando un diseño experimental que incluía tres 
condiciones de exposición al compuesto. En primer lugar, se valoró la citotoxicidad basal 
del PFOA después de: a) 24 horas de exposición continua al compuesto; b) 24 horas 
de exposición al compuesto y 48 horas de crecimiento en medio de cultivo libre de éste 
(24+48 horas); y c) 72 horas de exposición continua al compuesto. Estos estudios se 
realizaron en paralelo, utilizando en todos los casos concentraciones de PFOA de 10, 50, 
100, 250 y 500 µM.
En la figura 25 se muestran las curvas dosis-respuesta de los distintos tratamientos de 
PFOA, agrupadas en función del tipo de ensayo (CPT, MTT y RN). En células HeLa, el ensayo 
de CPT mostró una reducción significativa de la cantidad de proteína celular total a partir de 100 
µM en los tres tiempos de exposición evaluados. Esta disminución resultó más acusada partir 
de 250 µM, especialmente en los tratamientos de 72 horas. Además, los tratamientos de 24 
horas y 24+48 horas presentaron una toxicidad equivalente entre sí, a pesar de que en la se-
gunda condición experimental las células permanecieron 48 horas en un medio de cultivo libre 
de PFOA (Fig. 25A). Los ensayos de viabilidad (MTT y RN) mostraron una respuesta muy similar 
a la observada con el test de CPT. Tanto el MTT como el RN mostraron descensos significativos 
de viabilidad a partir de 100 µM en los tres tiempos de exposición analizados. Se observó que 
a partir de 250 µM, la exposición continua a PFOA durante 72 horas resultó más citotóxica que 
las demás condiciones experimentales y que los valores de viabilidad tras la retirada del com-
puesto durante 48 horas fueron equivalentes a los de los tratamientos de 24 horas (Fig. 25C,E). 
El ensayo de CPT en la línea celular HaCaT mostró diferencias significativas respecto al 
control a partir de 100 µM en los tres tiempos de exposición a PFOA. Al igual que en las célu-
las HeLa, no se observaron diferencias entre las curvas dosis-respuesta de 24 horas y 24+48 
horas (Fig. 25B). En cuanto a los ensayos de viabilidad, la capacidad de reducción del MTT 
disminuyó respecto al control a partir de 250 µM en los tratamientos de 24 horas y 24+48 
horas, que una vez más presentaron curvas de toxicidad similares, y a partir de 50 µM en los 
tratamientos de 72 horas de duración (Fig. 25D). El ensayo de RN mostró una tendencia muy 
similar a la del MTT excepto en los tratamientos de PFOA 50 µM, en los que se pudo observar 
una leve reversión del efecto producido a las 24 horas tras retirar el compuesto del medio de 





FIGURA 25. Citotoxicidad basal del PFOA en células HeLa (A, C y E) y HaCaT (B, D y F) expuestas a concentraciones 
crecientes del compuesto durante 24h, 24+48h y 72h. Se representan los valores medios (M±SD) obtenidos 
en los diferentes ensayos: contenido de proteína celular total (CPT), reducción de la sal de tetrazolio MTT e 






En general, el PFOA ejerció una citotoxicidad moderada en las células HeLa y HaCaT, ob-
teniéndose diferencias significativas respecto al control a partir de 100 µM y valores de EC50 
superiores a 150 µM en la mayor parte de los parámetros analizados. Si bien la condición ex-
perimental que resultó más citotóxica fue la de 72 horas de exposición continua, es importante 
destacar que los efectos provocados por el compuesto a las 24 horas no revirtieron a la situa-
ción control con su retirada del medio de cultivo y que todas las condiciones de exposición 
mostraron estar correlacionadas significativamente (Tabla 14).



















HeLa 0.77* 0.80* 0.81* 0.82* 0.86* 0.89* 0.83* 0.89* 0.91*
HaCaT 0.91* 0.90* 0.86* 0.85* 0.83* 0.85* 0.89* 0.93* 0.84*
TABLA 14. Análisis de correlación entre las distintas condiciones de exposición a PFOA (24h, 24+48h y 72h) 
para cada ensayo de citotoxicidad basal llevado a cabo en las líneas celulares HeLa y HaCaT. * Correlaciones 
estadísticamente significativas.
Los estudios de citotoxicidad del PFOA se complementaron con un análisis de morfolo-
gía celular general mediante microscopía óptica de contraste de fase. Se seleccionaron las 
concentraciones de 50 y 100 µM y los tiempos de exposición de 24 horas, 24+48 horas y 72 
horas. En la figura 26 se muestran a modo de ejemplo imágenes representativas de células 
HeLa y HaCaT tratadas con PFOA 50 µM en las tres condiciones experimentales menciona-
das. Las células HeLa, que en condiciones normales presentan una morfología poligonal con 
los límites de la membrana plasmática bien definidos y el citoplasma extendido, mostraron 
alteraciones morfológicas en todas las condiciones experimentales analizadas. Desde 50 µM, 
los distintos tiempos de exposición dieron lugar a fenómenos de retracción celular, que resul-
taron más evidentes en los tratamientos de 72 horas, así como a la aparición progresiva de 
alteraciones en la membrana en forma de ampollas o blebs. Estas estructuras aparecieron de 
forma incipiente en los tratamientos de 24 horas con PFOA 50 µM. A medida que aumentó la 
concentración y/o el tiempo de exposición se intensificó el efecto, resultando equivalentes las 
alteraciones observadas a las 24+48 horas y las 72 horas. En las células HaCaT, las altera-
ciones morfológicas se manifestaron de forma más discreta, apareciendo pequeñas vacuolas 
en el citoplasma de las células tratadas con PFOA durante 24+48 horas y 72 horas, así como 
una leve tumefacción turbia en esta última condición experimental, que se intensificó con los 





FIGURA 26. Morfología celular general de células HeLa y HaCaT expuestas a PFOA durante 24h, 24+48h y 72h. 
Se muestran, a modo de ejemplo, imágenes representativas de los tratamientos con PFOA 50 µM. En células 
HeLa destacan los fenómenos de retracción celular y la presencia de alteraciones en la membrana en forma de 
blebs. En células HaCaT se observa la aparición de pequeñas vacuolas citoplasmáticas y una leve tumefacción 
turbia en los tratamientos más prolongados. Escala 10 µm.
Uno de los resultados más llamativos fue la visualización de los blebs en la membrana 
plasmática de las células HeLa tratadas con PFOA, por lo que decidimos realizar un estudio 
más detallado para caracterizar los procesos asociados a la aparición de estas estructuras. 
Las condiciones experimentales ensayadas fueron las mismas que las de los estudios de 
morfología celular general. En la figura 27 se resumen los resultados de las distintas pruebas 
realizadas, habiéndose seleccionado a modo de ejemplo imágenes representativas de los tra-
tamientos con PFOA 50 µM durante 24+48 horas.
En primer lugar, con el objetivo de determinar si las células que presentaban blebs eran 
viables o no, se valoró la integridad de la membrana plasmática mediante en el marcaje in 
vivo con bromuro de etidio y naranja de acridina (BE/NA). De forma general, las células viables 
incorporan el colorante NA y excluyen el BE, quedando su citoplasma marcado en verde. Por 





do éste finalmente intercalado en el ADN, de manera que el núcleo queda marcado en rojo. 
Como se observa en la figura 27-BE/NA, las células tratadas con PFOA resultaron negativas al 
marcaje con BE en todas las condiciones de exposición analizadas, mostrando una coloración 
verde en su citoplasma a pesar de la evidente presencia de blebs. Si bien en los tratamientos 
de 72 horas con PFOA 100 µM se pudo identificar alguna célula marcada como el control posi-
tivo (células expuestas 10 minutos a Triton® X-100 0.5%), de forma general se observó que los 
tratamientos con el compuesto no perturbaron significativamente la integridad de la membrana 
plasmática de las células HeLa.
Teniendo en cuenta que los fenómenos de blebbing generalmente se asocian a pro-
cesos de muerte celular, decidimos a continuación realizar una inmunodetección contra 
caspasa 3 activa, un marcador temprano de procesos apoptóticos. Los resultados fue-
ron negativos en todas las condiciones experimentales, apareciendo anecdóticamente 
alguna célula positiva en los tratamientos de 72 horas con PFOA 100 µM, que identifi-
camos como tal por presentar una señal fluorescente verde más intensa y equivalente 
a la de los controles positivos (células crecidas 24 horas en medio de cultivo sin suero) 
(Fig. 27-Caspasa 3/Ho).
El patrón de microfilamentos de actina, relacionado con la integridad de la membrana plas-
mática y la adhesión celular, se valoró mediante la detección específica de esta proteína con 
faloidina conjugada con TRITC. Las células HeLa control presentan una fuerte marca cortical 
de microfilamentos de actina, así como algunas fibras de estrés dispersas en su citoplasma. El 
marcaje de las células tratadas con PFOA reveló que, a pesar de la retracción y de la presencia 
de blebs, estas células mantenían la marca de actina cortical. La observación en detalle de es-
tos preparados permitió comprobar que las estructuras que protruían de la membrana en for-
ma de ampollas estaban rodeadas de actina, mostrando en ocasiones una señal más intensa 
en la región del cuello del bleb (Fig. 27-Actina/Ho). También se comprobó que con el aumento 
de la concentración y/o del tiempo de exposición a PFOA, también aumentó la intensidad del 
blebbing, llegando a observarse vesículas escindidas de la célula rodeadas por completo de 
la marca de actina. 
Por último, se realizó una inmunodetección contra anexina A1, una proteína relacionada 
con los procesos de reparación de la membrana plasmática. Como se refleja en la figura 
27-Anexina A1/Ho, las células tratadas con PFOA mostraron un incremento de la señal de 
anexina A1 que, aunque de forma general mostró un patrón de distribución citoplasmático, 






FIGURA 27. Estudio mediante microscopía óptica de epifluorescencia de los procesos celulares asociados a la 
aparición de blebs en células HeLa tratadas con PFOA. Se valoró la integridad de la membrana plasmática 
mediante marcaje in vivo con bromuro de etidio y naranja de acridina (BE/NA), la posible aparición de procesos 
apoptóticos mediante inmunodetección contra caspasa 3 activa, el estado del citoesqueleto de actina mediante 
detección específica de esta proteína con faloidina conjugada con TRITC y la aparición de procesos de 
reparación de la membrana plasmática mediante inmunodetección contra anexina A1. En estos tres últimos 
casos los núcleos se contratiñeron con Hoechst 33258 (Ho). Se muestran asimismo imágenes representativas 
de controles positivos (C+) para las dos primeras pruebas y detalle (    ) de los blebs en las dos últimas. Las 
cabezas de flecha señalan el cuello del bleb, donde se observa una señal más intensa tanto de actina como de 





3.2. EFECTOS DEL PFOA SOBRE LA TASA DE DIVISIÓN CELULAR
Las muestras destinadas a los análisis morfológicos mediante microscopía óptica de epi-
fluorescencia estaban contrateñidas con el intercalante de ADN Hoechst 33258, de forma 
que el núcleo de las células resultaba visible. Esta circunstancia permitió detectar una posible 
alteración de la tasa de división celular como consecuencia de los distintos tratamientos con 
PFOA. Por este motivo, se decidió realizar un estudio más exhaustivo de este parámetro me-
diante recuentos de IM sobre células marcadas con α-tubulina y Hoechst 33258. La clasifica-
ción de las células en las distintas fases del ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase 
y telofase) se realizó siguiendo los criterios morfológicos clásicos.
En la figura 28 se muestran los resultados de los recuentos de IM en células HeLa y células 
HaCaT. Las células HeLa mostraron un efecto muy similar en los tres tiempos de exposición 
evaluados. Tanto los tratamientos de 24 horas como los de 24+48 horas y 72 horas mostraron 
un incremento significativo del IM en los tratamientos con PFOA 50 µM. Este incremento fue 
consecuencia principalmente del aumento de células en profase y metafase. De forma general 
y con la excepción de PFOA 100 µM 24+48, el resto de concentraciones de PFOA provoca-
ron el descenso del IM en todos los tiempos experimentales ensayados, especialmente en las 
exposiciones de 72 horas (Fig. 28A,C,E).
Muy similar fue el efecto del compuesto en la línea celular HaCaT, observándose aumentos 
en el número de células mitóticas en todos los tratamientos con PFOA 50 µM como conse-
cuencia del incremento de las fases de la mitosis previas a anafase. Al igual que en las células 
HeLa, a partir de 100 µM  se observó una disminución significativa de la tasa de división celular 
en todos los tiempos de exposición evaluados (Fig. 28B,D,F).
El análisis morfológico del patrón de microtúbulos se realizó tanto en células HeLa como 
HaCaT, seleccionando la concentración de PFOA 50 µM. Los resultados fueron muy simila-
res independientemente de la línea celular y del tiempo de exposición al compuesto, por lo 
que en la figura 29 se muestran a modo de ejemplo imágenes representativas de los efectos 
del PFOA sobre el citoesqueleto de microtúbulos de células HeLa tratadas con PFOA 50 µM 
durante 24+48 horas. Estas imágenes reflejan perfectamente los resultados obtenidos en los 
recuentos de IM, observándose un incremento del número de células en división en los cultivos 
tratados con PFOA 50 µM, en comparación con los controles. La observación detallada de 
estas divisiones permitió identificar la presencia de abundantes prometafases y metafases que, 
en ocasiones, exhibían cromosomas no congregados o mal distribuidos.
Estos resultados, junto con el hecho de que en las mismas condiciones no se detectó pre-
viamente un incremento de la proteína celular total mediante el ensayo de Bradford, indican 





FIGURA 28. Recuentos de IM en células HeLa (A, C y E) y HaCaT (B, D, y F) expuestas a concentraciones 
crecientes de PFOA durante 24h, 24+48h y 72h. Se representa la tasa de división como porcentaje respecto al 
control (M±SD), así como el porcentaje relativo de células en cada una de las fases de la mitosis. Incrementos 





FIGURA 29. Análisis morfológico del patrón de microtúbulos de células HeLa expuestas a PFOA, mediante 
inmunodetección específica de α-tubulina (α-Tub) y contratinción de núcleos con Hoechst 33258 (Ho). Se 
muestran, a modo de ejemplo, imágenes representativas de los tratamientos de 24+48h, en las que se observa 
un incremento en el número de células en mitosis, así como la presencia de cromosomas no congregados 





3.3. ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS CELULARES ASOCIADAS A LA RETIRADA DEL PFOA
El efecto de PFOA 50 µM sobre el IM tuvo lugar desde las primeras 24 horas de trata-
miento y se mantuvo durante al menos 72 horas, independientemente de si el compuesto 
permanecía de forma continuada en el medio de cultivo de las células o de si era rempla-
zado durante 48 horas por un medio de cultivo libre de droga. En este punto, se decidió 
valorar el efecto de la retirada del PFOA del medio de cultivo durante un periodo prolonga-
do de tiempo, con el objetivo de estudiar la evolución de los cultivos que habían sufrido el 
retraso en la fase M del ciclo celular. Para ello, células HeLa y HaCaT expuestas a PFOA 
50 µM durante 24 horas fueron mantenidas en un medio de cultivo libre del compuesto 
durante 8 días. 
Transcurrido este periodo de tiempo, se realizó un análisis de ciclo celular mediante cito-
metría de flujo. Los resultados obtenidos mostraron que las células HeLa tratadas con PFOA 
24 horas y crecidas durante 8 días en medio de cultivo libre del compuesto presentaban un 
perfil de ciclo celular similar al del control, no observándose diferencias significativas en ningu-
na de las fases éste (Fig. 30A). En estas mismas condiciones, las células HaCaT sufrieron un 
incremento significativo del porcentaje de células en la fracción G0/G1, acompañado de una 
disminución del las fases S y G2/M, así como un leve incremento no significativo del número 
de células poliploides. No se observaron diferencias en el porcentaje de células en la fracción 
sub-G1 apoptótica (Fig. 30B).
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FIGURA 30. Análisis del ciclo celular de células HeLa (A) y HaCaT (B) tratadas con PFOA durante 24h y crecidas 
los 8 días posteriores en medio de cultivo libre del compuesto. Se representan las frecuencias relativas (M±SD) 
de células en cada fase del ciclo, obtenidas mediante citometría de flujo. * Diferencias significativas con respecto 





En base a estos resultados, se decidió valorar la posible inducción de procesos de 
senescencia celular mediante la detección citoquímica de la actividad de la enzima β-ga-
lactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal) y se cuantificó sobre imagen el número de 
células positivas al marcaje. Los resultados revelaron que sólo las células HaCaT presenta-
ban incrementos significativos respecto al control de la señal de esta enzima, lo que indica 
la presencia de células senescentes en estos cultivos (Fig. 31).
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FIGURA 31. Valoración de la inducción de procesos senescentes en células HeLa y HaCaT tratadas con PFOA 50 
µM durante 24h y crecidas los 8 días posteriores en medio de cultivo libre del compuesto. Se representa como 
porcentaje respecto al control (M±SD) el número de células positivas a la actividad de la enzima β-galactosidasa 
(A). Imágenes representativas de células HaCaT control y tratadas (B). * Diferencias significativas con respecto 
al control (p ≤ 0.05).
Por último, con el objetivo de determinar la presencia de estrés oxidativo a partir de la de-
tección de bases oxidadas de ADN, se llevó a cabo una inmunodetección específica contra 
8-OHdG después de los tratamientos con PFOA 50 µM durante 24 horas y 24 horas más 8 
días de recuperación. Los tratamientos de 24 horas dieron lugar al marcaje positivo de las 
células HeLa, que mostraron incrementos muy importantes de los niveles de 8-OHdG. Por su 
parte, las células HaCaT  presentaron un incremento más moderado, aunque significativo, de 
la señal de bases de ADN oxidadas (Fig. 32A). Los resultados tras 8 días de crecimiento en 
medio libre de PFOA fueron algo distintos, obteniéndose en esta ocasión niveles de 8-OHdG 
iguales a los del control en el caso de las células HeLa e incrementos estadísticamente signifi-






FIGURA 32. Detección del daño oxidativo al ADN mediante el marcaje inmunocitoquímico de 8-OHdG en células 
HeLa y HaCaT tratadas con PFOA 50 µM. Se representa el porcentaje con respecto al control (M±SD) del índice 
de 8-OHdG después de tratamientos de 24h (A) y 24h más 8 días en medio de cultivo libre del compuesto (B). 





3.4. RESUMEN DE LOS EFECTOS DEL PFOA
• El PFOA ejerce efectos citotóxicos moderados dependientes de dosis, pero no de tiempo, 
en las líneas celulares HeLa y HaCaT, observándose alteraciones similares en las células 
tratadas durante 24h, 24+48h y 72h. La similitud entre los efectos detectados tras 24h y 
24+48h implica que los daños producidos por el compuesto no son reversibles en nuestras 
condiciones experimentales.
• Los distintos tratamientos con PFOA producen alteraciones morfológicas en las dos líneas 
celulares analizadas, observándose fenómenos de tumefacción turbia y retracción celular. 
Las células HeLa muestran además alteraciones muy evidentes de su membrana plasmática 
en forma de ampollas o blebs. Estos efectos no son reversibles a pesar de la retirada del 
compuesto del medio de cultivo.
• El análisis de células HeLa tratadas con PFOA demuestra que, a pesar de la evidente 
presencia de blebs, estas células son viables y negativas a caspasa 3 activa. Como 
característica diferencial muestran un incremento de la señal de anexina A1, que se localiza 
preferentemente en el citoplasma y alrededor de los blebs.
• El compuesto tiene un claro efecto sobre el IM de las dos líneas celulares, observándose 
incrementos de IM como consecuencia de un retraso en la fase M del ciclo celular en 
los tratamientos con PFOA 50 μM y disminuciones de la tasa de división celular a partir 
de 100 μM en todas las condiciones analizadas. No se observa efecto alguno sobre el 
citoesqueleto de microtúbulos.
• La detección de bases oxidadas de ADN en células tratadas con PFOA demuestra la 
inducción de procesos de estrés oxidativo después de 24h de exposición al compuesto. Este 
efecto es reversible en las células HeLa, tras 8 días en medio de cultivo libre del compuesto, 
y persistente en la línea celular HaCaT, que en estas condiciones experimentales presenta 













A pesar de su alto grado de organización estructural y funcional, los organismos multicelu-
lares reaccionan ante los cambios ambientales principalmente a nivel celular. Dependiendo de 
la severidad y la duración del estrés pueden distinguirse diferentes respuestas celulares que in-
cluyen mecanismos de reparación, procesos adaptativos y activación de vías de apoptosis. De 
manera general, las respuestas celulares al estrés están mediadas a través de la inducción de 
chaperonas moleculares (Buchberger et al., 2010), la eliminación de macromoléculas dañadas 
(Kroemer et al., 2010) y los cambios en los patrones de expresión génica (Spriggs et al., 2010). 
Sin embargo, aunque las respuestas celulares ante situaciones de estrés son un mecanismo 
universal de extraordinaria importancia fisiológica y patológica, no todos los tipos de células 
presentan la misma capacidad de resistencia y defensa frente a los estímulos nocivos.
La evaluación in vitro de las respuestas celulares asociadas a la exposición a productos 
tóxicos requiere por lo tanto un minucioso diseño experimental que incluya la utilización de 
diferentes líneas celulares, la estricta elección de los tiempos de exposición y la selección 
de los parámetros de ensayo más adecuados para definir el perfil toxicológico del com-
puesto objeto de estudio. En base a estas premisas, se desarrolló la presente tesis doc-
toral que presenta nuevos y relevantes datos acerca de la toxicidad de tres compuestos 
químicos que han despertado una creciente preocupación en la comunidad científica y la 
sociedad en general.
El primero de los contaminantes emergentes evaluados en este trabajo fue el DEHP, utili-
zando un protocolo experimental de citotoxicidad basal en las líneas celulares Vero y HaCaT. 
Este tipo de estudios son una pieza fundamental en cualquier batería de ensayos toxicológicos 
al permitir establecer el perfil de los compuestos químicos, incluyendo los efectos de depen-
dencia de dosis, y predecir la toxicidad sistémica aguda in vivo (Eisenbrand et al., 2002). Para 
llevar a cabo el análisis se utilizó un enfoque multiparamétrico, basado en pruebas cuantita-
tivas y cualitativas, que permitiera controlar el estado de las principales dianas de toxicidad 
subcelulares y proporcionar nuevos datos sobre el mecanismo de acción del DEHP en células 
de mamífero. Es importante indicar que, aunque las concentraciones seleccionadas para el 
estudio (1-100 µM) son mayores que las que se detectan en la población humana general, re-
sultan clínicamente relevantes al encontrarse en el rango de las cuantificadas en el plasma de 
pacientes sometidos a procedimientos clínicos (FDA, 2002; Gillum et al., 2009). 
La valoración inicial de la citotoxicidad basal causada por la exposición al DEHP durante 
24 horas, utilizando biomarcadores de viabilidad y crecimiento de los cultivos, reveló que to-
dos los parámetros exhibían un claro efecto dependiente de concentración. Es conveniente 
resaltar que las curvas dosis-respuesta de las células Vero y HaCaT mostraron tendencias 
muy similares. Resultó especialmente sensible el ensayo de captación de rojo neutro (RN), que 





valores respecto al control muy inferiores a los obtenidos mediante la cuantificación de proteí-
na celular total (CPT). Por su parte, los datos del ensayo del MTT resultaron semejantes a los 
obtenidos con el método de Bradford, lo que evidencia un descenso en el número de células 
del cultivo como consecuencia de los tratamientos. Los resultados del ensayo de RN mostra-
ron un claro paralelismo con las observaciones microscópicas del compartimento endosomal 
marcado con NA, que ponían de manifiesto una alcalinización de los endosomas y/o lisoso-
mas, especialmente evidente después de los tratamientos con DEHP 100 µM. Por otra parte, 
la detección de mitocondrias con Ro123 puso de manifiesto una ligera fragmentación y tume-
facción, reconocidas alteraciones reversibles provocadas por la exposición a compuestos que 
interfieren con la cadena de transporte de electrones y que generan problemas bioenergéticos 
(Gilkerson et al., 2000; Lyamzaev et al., 2004). Estos cambios en el retículo mitocondrial no 
resultaron sorprendentes, ya que existen evidencias que indican que el DEHP puede inducir 
disfunción mitocondrial tanto in vitro (Kora et al., 1988; Zhou y Wallace, 1999) como in vivo 
(Satake et al., 2010). 
En resumen, nuestros primeros resultados demuestran que el tratamiento de las células 
Vero y HaCaT con concentraciones crecientes de DEHP durante 24 horas causa una deses-
tabilización lisosomal y la consiguiente pérdida de la viabilidad celular. Estos datos concuerdan 
con los publicados previamente por nuestro grupo (Peropadre et al., 2013) y otros autores en 
diferentes sistemas experimentales tales como macrófagos alveolares y lisosomas de células 
hepáticas de roedores (Bally et al., 1980; Wang et al., 2001) y células del aparato digestivo de 
moluscos bivalvos (Marigómez y Baybay-Villacorta, 2003). Aunque no se conoce de momento 
el mecanismo molecular responsable, la capacidad del DEHP de incrementar el contenido en 
dolicol de las membranas lisosomales y como consecuencia su permeabilidad (Edlund et al., 
1986) podría estar relacionada con este efecto tóxico. 
El análisis de ciclo celular mediante citometría de flujo proporcionó pruebas concluyentes 
de que la disminución del número de células detectada con el ensayo de CPT tras los trata-
mientos con DEHP era debida a un retraso del ciclo celular en la fase G0/G1. Es importante 
señalar que no se observaron diferencias notables entre las líneas celulares Vero y HaCaT, 
lo que indica que este efecto es dependiente de dosis pero no específico del tipo celular. La 
atenuación de la progresión del ciclo celular representa un evento inicial común durante la res-
puesta adaptativa en células de mamífero, que tiene como objetivo reparar o minimizar el daño 
a nivel subcelular o molecular y restaurar la homeostasis celular. La maquinaria de ciclo celular 
en eucariotas está coordinada principalmente por las ciclinas y las quinasas dependientes de 
ciclinas (Cdks). La regulación de la transición G1-S depende inicialmente de la asociación de 
ciclinas de tipo D (D1, D2, y/o D3) con Cdk4/6, y más tarde de los complejos de ciclina E-Cdk2 
(Sherr y Roberts, 2004). Curiosamente, se ha descrito que el DEHP es capaz de  disminuir 





experimentales (Li et al., 2000; Ryu et al., 2007; Gupta et al., 2010; Bhat et al., 2013), aunque 
los mecanismos subyacentes todavía no han sido completamente esclarecidos. 
En una serie posterior de experimentos decidimos examinar la posibilidad de que el DEHP 
pudiese interferir con la fisiología de retículo endoplásmico (RE). El RE es un compartimento 
celular formado por una red tridimensional de túbulos membranosos y cisternas aplanadas que 
participa en gran variedad de funciones celulares, como la síntesis de proteínas y fosfolípidos, 
la degradación de glucógeno y el mantenimiento de la homeostasis del calcio intracelular (Cribb 
et al., 2005; Fagone y Jackowski, 2009; Braakman y Bulleid, 2011). El RE es muy sensible 
a perturbaciones de su entorno. Así,  los inhibidores de la glicosilación, algunas sustancias 
tóxicas, el estrés oxidativo o la acumulación de proteínas mal plegadas pueden alterar su 
función, dando lugar a lo que se conoce como estrés de RE. En células de mamífero, tres 
proteínas transmembrana del RE (IRE1, inositol requering protein-1; PERK, protein kinase RNA 
(PKR)-like ER kinase; y ATF6, activating transcription factor 6) actúan como sensores del estrés 
de RE (Schröder y Kaufman, 2005). Cada uno de ellos presenta un dominio luminal, un dominio 
transmembrana y un dominio citosólico funcional. En células en reposo el dominio luminal está 
asociado con la chaperona GRP78/BiP (glucose-regulated protein of 78 kDa/inmunoglobulin 
heavy chain-binding protein), de forma que IRE1, PERK y ATF6 se mantienen inactivas. En 
situaciones de sobrecarga de proteínas mal plegadas GRP78/BiP se disocia de estos receptores, 
lo que provoca la activación de los mismos. En este sentido, GRP78 está considerada como un 
marcador temprano de estrés de RE (Lee, 2005; Pfaffenbach y Lee, 2011).
IRE1 fue el primer componente identificado de la vía de señalización de estrés de RE y es 
el más conservado evolutivamente (Cox et al., 1993). Una vez activado, IRE1 se dimeriza y 
autofosforila, lo que conduce a la activación de su dominio ARNasa citoplasmático. Gracias a 
la actividad endonucleasa de este dominio, IRE1 realiza el splicing del factor de transcripción 
XBP1 (x-box binding protein 1), cuya forma activa se transloca al núcleo, donde regula 
positivamente la transcripción de genes implicados en el plegamiento de proteínas (Yoshida 
et al., 2001). Una segunda vía de señalización  de estrés de RE es iniciada por la activación 
de la quinasa PERK que, de manera muy similar a IRE1 y en situaciones de estrés de RE, 
se autofosforila y oligomeriza para activar su dominio citoplasmático. PERK en su forma 
activa fosforila el factor de iniciación de la traducción eIf2α (eukaryotic translation initiation 
factor 2α), lo que conduce a la inhibición generalizada de la traducción, reduciendo así la 
carga de proteínas en el lumen del RE (Ma et al., 2002). Además, la fosforilación de PERK 
y eIf2α favorece la transcripción de factores de transcripción que, en situaciones de estrés 
de RE grave, regulan positivamente la expresión del factor pro-aptotico CHOP/GADD153 
(C/EBP-homologous protein/growth arrest and DNA damage 153) (Oyadomari y Mori, 2004). 
La tercera vía involucra a la proteína transmembrana ATF6. Bajo condiciones de estrés de RE, 





de las proteasas S1P y S2P (Haze et al., 1999). Este procesamiento tiene como consecuencia 
la liberación al citoplasma del dominio citosólico de ATF6, que se transloca al núcleo, donde 
favorece la expresión de chaperonas residentes del RE (Haze et al., 1999) y genes relacionados 
con el sistema de degradación de proteínas asociado al RE (ERAD, Endoplasmic Reticulum 
Associated Degradation) (Okada et al., 2002). 
La activación coordinada de las vías de IRE1, PERK y ATF6 constituye una respuesta espe-
cífica al estrés de RE, denominada respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, Unfolded Protein 
Response) (Bertolotti et al., 2000), que tiene por objeto promover la supervivencia celular a 
través de la regulación positiva de chaperonas moleculares implicadas en el plegamiento de 
proteínas y la atenuación global de la síntesis proteica (Schröder, 2008; Kimata y Kohno, 2011; 
Walter y Ron, 2011). En situaciones de estrés de RE grave o prolongado, la vía de UPR puede 
finalmente promover la muerte celular mediante la activación de las vías de apoptosis (Tabas y 
Ron, 2011; Gorman et al., 2012).
Para evaluar la posible inducción de una respuesta de estrés de RE por exposición a DEHP, 
se examinó en primer lugar la expresión de la chaperona molecular GRP78/BiP mediante la 
técnica de western blot. Los niveles de esta proteína se incrementaron en más de 2 veces en 
las dos líneas celulares ensayadas, lo que sugiere que el compuesto puede activar de manera 
eficiente la UPR en nuestras condiciones experimentales. Se evaluaron a continuación otros 
dos marcadores representativos de la respuesta de estrés de RE muy importantes en el con-
trol de la homeostasis celular, el factor de transcripción pro-apoptótico CHOP/GADD153 y la 
proteína Bcl-2 anti-apoptótica. Tanto GRP78 como CHOP y Bcl-2 exhibieron patrones dife-
rentes de expresión temporal en las células Vero y HaCaT, mostrando así cinéticas distintas 
en la inducción de la vía de UPR. Estas diferencias específicas de tipo celular coinciden con 
estudios previos que demuestran que la capacidad para hacer frente al estrés de RE varía 
entre líneas celulares (Murray et al., 2004; Rutkowski y Hegde, 2010). En el caso de las células 
Vero, la activación de la UPR produjo la sobreexpresión persistente de GRP78, característica 
clave de una respuesta de tipo adaptativo a un estrés de RE crónico leve, que se traduce en 
la supervivencia del cultivo (Rutkowski et al., 2006). Además se observó que, mientras que los 
niveles de CHOP se mantuvieron estables e incluso se redujeron tras 24 horas de exposición a 
DEHP, la expresión de  Bcl-2 se indujo claramente en las mismas condiciones experimentales. 
Tomados en conjunto, estos datos son consistentes con la idea de que el aumento de los ni-
veles de la proteína GRP78 atenúan la inducción de CHOP (Oyadomari y Mori, 2004) y que la 
sobreexpresión de Bcl-2 previene la apoptosis mediada por RE (McCullough et al., 2001). En 
línea con nuestros resultados, otros autores han relacionado la inhibición de procesos apop-
tóticos causada por DEHP en células embrionarias de hámster sirio (SHE) (Maire et al., 2005; 
Landkocz et al., 2011) y células MCF7 de cáncer de mama humano (Kim et al., 2004) con el 





Es importante señalar que los análisis realizados en paralelo mediante MET de células Vero 
tratadas durante 24 horas con DEHP revelaron características morfológicas compatibles con 
procesos de autofagia. Diversos estudios señalan que el estrés de RE puede desencadenar 
autofagia como una vía alternativa para degradar las proteínas defectuosas y para proteger 
contra la muerte celular (Ogata et al., 2006; Ding et al., 2007; Høyer-Hansen y Jäättelä, 2007; 
Kroemer et al., 2010). Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que mecanismos adicio-
nales al aumento de los niveles de Bcl-2, tales como la disminución de los niveles de CHOP 
y la autofagia reparativa, podrían explicar los efectos anti-apoptóticos del DEHP, al menos en 
algunos tipos celulares sometidos a estrés de RE.
En contraste con las células Vero, los tres marcadores de estrés de RE seleccionados se 
sobreexpresaron de forma simultánea y temprana en las células HaCaT para posteriormente 
desactivarse, observándose una disminución de los niveles tanto de GRP78 como de CHOP 
y Bcl-2 a las 24 horas de tratamiento con DEHP. Además, en este tipo celular se detectó 
mediante citometría de flujo un ligero incremento en la fracción sub-G1 apoptótica, aunque la 
mayoría de las células HaCaT sobrevivieron a los tratamientos de 24 horas con DEHP. Estos 
hallazgos son compatibles con una inducción transitoria de la UPR, en la que los niveles de 
CHOP fueron insuficientes para desencadenar la apoptosis masiva, probablemente debido a 
la sobreexpresión concomitante de GRP78 y Bcl-2. Esta circunstancia podría estar previnien-
do o retrasando la muerte celular en favor de la vía adaptativa. En línea con esta hipótesis, se 
ha descrito de que el destino celular no sólo depende de la gravedad o la duración del estrés 
de RE, sino también del equilibrio entre los factores pro-muerte y pro-supervivencia (Zhang y 
Kaufman, 2004; Rutkowski et al., 2006). Cabe señalar también que no se detectaron indicios 
de autofagia mediante MET en células HaCaT después de 24 horas de exposición a DEHP. 
Estos resultados sugieren que podría existir una relación causal entre la duración de la UPR y 
la inducción de autofagia citoprotectora, lo que podría implicar que las diferentes cinéticas de 
expresión de GRP78 en células Vero y HaCaT pueden ser la base de los resultados discre-
pantes entre las dos líneas celulares. De hecho, se ha descrito el papel de esta chaperona en 
la inducción de autofagia en células de mamífero como parte de los mecanismos de manteni-
miento de la homeostasis del RE (Li et al., 2008).
Otro hallazgo reseñable de este estudio fue la aparición de inclusiones lipídicas (CLDs, 
Cytosolic Lipid Droplets) en el citoplasma de las células tratadas con DEHP. La acumulación 
de CLDs se ha vinculado con situaciones de estrés celular asociado a condiciones patoló-
gicas como la obesidad y otras enfermedades metabólicas relacionadas (Walther y Farese, 
2012). En consonancia con nuestros resultados, un buen número de estudios han demostrado 
recientemente que el estrés de RE estimula la formación de gotas de lípidos en células de 
mamífero (Lee et al., 2012; Zhang y Zhang, 2012; Sturley y Hussain, 2012). Asimismo, existen 





teínas mal plegadas en etapas tempranas de estrés de RE (Welte, 2007; Hapala et al., 2011), 
siendo considerados como mediadores clave en la ERAD (Klemm et al., 2011; Jo et al., 2013). 
También es importante mencionar que, en nuestras condiciones experimentales, las células 
epiteliales de riñón Vero presentaron un aumento de los depósitos de glucógeno como resul-
tado de la exposición a DEHP. Las inclusiones de glucógeno en el citoplasma de estas células 
podrían ser consecuencia, bien de la inhibición de la glucólisis, o bien del incremento en la 
cantidad de glucosa-6-fosfato citosólica. Estas hipótesis se basan en observaciones previas 
de otros autores, que indican que el compuesto es capaz de interferir con la ruta glucolítica 
(Gerbracht et al., 1990; Rengarajan et al., 2007) y reducir la actividad de la glucosa-6-fosfatasa 
(Mushtaq et al., 1980; Mann et al., 1985), una enzima presente sólo en hígado y riñón e impli-
cada en la glucogenolisis. Por lo tanto, las células se encontrarían en una situación en la que no 
pudiendo degradar la glucosa de forma eficaz, la almacenarían en forma de glucógeno, cuyo 
catabolismo tampoco podría ser llevado a cabo con normalidad. Curiosamente, y aunque se 
debe ser muy precavido al extrapolar observaciones in vitro a la situación in vivo, nuestros re-
sultados son muy similares a algunos observados previamente en estudios con animales. Exis-
ten datos que indican que la acumulación de gránulos de glucógeno (la denominada lesión de 
Armanni-Ebstein) es la alteración más frecuente en las células epiteliales de los túbulos renales 
de ratas con diabetes inducida experimentalmente (Kang et al., 2005; Lau et al., 2013), aunque 
la importancia patológica de esta observación sigue siendo poco clara.
Es oportuno mencionar en este punto que diversos estudios epidemiológicos y experimentales 
han documentado que la exposición constante a DEHP puede tener efectos sobre la 
homeostasis metabólica, aumentando el riesgo de padecer obesidad y diabetes tipo 2 (Hatch 
et al., 2010; Svensson et al., 2011; Tang-Péronard et al., 2011). Aunque no se dispone todavía 
de datos concluyentes, existen evidencias de que la interacción con receptores nucleares 
activados por ligando (NRs, Nuclear Receptors) puede ser crítica en el inicio y/o tratamiento de 
estos trastornos metabólicos relacionados entre sí (Reinehr, 2010; Mauvais-Jarvis, 2011; Burris 
et al., 2012). La activación por DEHP y sus metabolitos de varios miembros de la familia de 
los NRs, especialmente los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs, 
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), así como sus consecuencias metabólicas ha 
sido estudiada en profundidad (Desvergne et al., 2009; Feige et al., 2010). Sin embargo, dada 
la conocida interferencia entre factores de transcripción, coreguladores y vías de señalización 
implicadas en el control de la homeostasis energética (Feige y Auwerx, 2007), es necesario 
continuar con las investigaciones para definir con exactitud la etiología de las enfermedades 
metabólicas. En este sentido, recientes estudios consideran que la inducción de la UPR 
podría ser un factor clave en la patogénesis de enfermedades metabólicas y otros trastornos 
humanos relacionados (Sha et al., 2011; Back y Kaufman, 2012; Ozcan y Tabas, 2012; Samuel 





resultados, ya que demuestran por primera vez que el DEHP induce una respuesta de estrés 
de RE en células de mamífero.
El estrés de RE producido como consecuencia del mal plegamiento de proteínas  puede 
ser inducido por diferentes estímulos, tales como alteraciones en la homeostasis redox, la pri-
vación de nutrientes o el fallo de ciertas modificaciones post-traduccionales (Høyer-Hansen y 
Jäättelä, 2007). Aunque no era un objetivo de este estudio determinar el mecanismo inductor 
de la disfunción del RE, la capacidad del compuesto de reducir los niveles de dolicol fosfato 
y, como consecuencia, las tasas de glicosilación de las proteínas (Ganning et al., 1987) podría 
explicar en parte nuestros resultados. Esto sugiere que el DEHP compartiría un mecanismo de 
acción común con la tunicamicina, un inhibidor de la N-glicosilación considerado como uno 
de los más potentes inductores de la UPR (Bull y Thiede, 2012). Independientemente del me-
canismo subyacente a la inducción del estrés de RE, nuestros resultados indican que el DEHP 
provoca una respuesta protectora de la UPR tanto en células Vero como HaCaT. En este sen-
tido es importante destacar que la activación de la UPR protege contra posibles daños tóxicos 
posteriores, tanto en células epiteliales de origen renal (Hung et al., 2003; Bedard et al., 2004; 
Peyrou y Cribb, 2007) como en células HaCaT (Mera et al., 2010). Además, se ha propuesto 
que el acondicionamiento previo por estrés de RE puede conferir resistencia a algunos agentes 
farmacéuticos (Zhang et al., 2009; Wang et al., 2009; Chen et al., 2011). Esta observación es 
de particular preocupación teniendo en cuenta que los pacientes sometidos a quimioterapia 
están expuestos a través de los dispositivos médicos de PVC a niveles de DEHP que exceden 
el valor de ingesta tolerable de 0,6 mg/kg/día (Tickner et al., 2001; McKee et al., 2004).
El compuesto analizado en segundo lugar fue el TCS, seleccionando las líneas celulares 
humanas HaCaT, MDA-MB-231 y MCF7, en base a la absorción cutánea del compuesto en 
humanos (Queckenberg et al., 2010) y a las crecientes sospechas acerca de su posible impli-
cación en el desarrollo de cáncer de mama (Darbre y Charles, 2010; Dinwiddie et al., 2014). 
La aproximación metodológica incluyó en una primera etapa la valoración de la citotoxicidad 
basal en las tres líneas celulares, después de un tratamiento de 24 horas con un rango crecien-
te de concentraciones del compuesto. A continuación, considerando que el TCS es un bac-
tericida presente en una amplia gama de PPCPs de uso diario, se diseñó un nuevo protocolo 
experimental consistente en la utilización de concentraciones subcitotóxicas del compuesto 





Los resultados de las pruebas cuantitativas de citotoxicidad basal, que incluían tanto pará-
metros de viabilidad como de crecimiento del cultivo, mostraron un claro efecto dependiente 
de concentración en las tres líneas celulares estudiadas. Los datos de los ensayos de RN y 
MTT presentaron una correlación significativa con los obtenidos mediante la cuantificación de 
proteína celular total, lo que sugiere que los tratamientos con TCS durante 24 horas causaban 
una disminución del número de células en los cultivos. Los menores valores de EC50 se obtu-
vieron con el ensayo de captación de RN, señalando a la membrana plasmática y/o la del com-
partimento endosomal como dianas preferentes del compuesto. Coincidiendo con nuestros 
resultados, otros autores llegaron a estas mismas conclusiones utilizando células gingivales 
humanas S-G (Zuckerbraun, 1998), células de carcinoma humano KB, células Vero y células 
BHK-21 de riñón de mono y hámster respectivamente (Jirasripongpun et al., 2008), así como 
hemocitos de los bivalvos marinos Mytilus galloprovincialis y Haliotis tuberculata (Canesi et al., 
2007; Gaume et al., 2012). Estos datos no resultan sorprendentes si tenemos en cuenta que 
estudios realizados con modelos artificiales de membrana han demostrado que el TCS puede 
perturbar las funciones del plasmalema de las células eucarióticas (Lygre et al., 2003), debido 
a su fácil interacción con los fosfolípidos de la bicapa (Guillén et al., 2004). 
Numerosas pruebas experimentales y epidemiológicas demuestran que un mismo 
compuesto puede inducir efectos tóxicos agudos, pero también subcrónicos y crónicos 
dependiendo de la dosis y del tiempo de exposición. Tal es el caso del TCS, para el que 
se dispone de un importante número de datos a este respecto derivados de experimentos 
en animales de laboratorio (Rodricks et al., 2010; Witorsch y Thomas, 2010). Los estudios 
de toxicidad a largo plazo o de dosis repetida definidos por las autoridades reguladoras 
que se realizan en modelos animales presentan serias deficiencias debidas a diferencias 
inter-especie, lo que dificulta la predicción de la toxicidad para los seres humanos (Worth 
y Balls, 2002). En este sentido, los ensayos in vitro pueden proporcionar información más 
relevante para la evaluación del riesgo a medio y largo plazo de los productos químicos 
que los ensayos con animales de experimentación, aunque también manifiestan importantes 
limitaciones desde el punto de vista de la regulación (Hartung y Daston, 2009). Es conveniente 
mencionar que el programa MEIC (Multicenter Evaluation of In Vitro Cytotoxicity) presentó 
pruebas concluyentes de que los ensayos desarrollados para evaluar la toxicidad aguda (24 
horas) de un compuesto también pueden ser utilizados para detectar efectos a más a largo 
plazo (Dierickx y Ekwall, 1992; Ekwall et al., 1999). Sobre esta base se han publicado algunos 
interesantes estudios que, utilizando células humanas en cultivo, han ofrecido resultados 
bastante prometedores (Scheers et al., 2001; Fabre et al., 2003; Ullrich et al., 2009). Sin 
embargo, en la actualidad no existen modelos in vitro aceptados capaces de reemplazar a 
las pruebas de toxicidad de dosis repetida que se llevan a cabo in vivo, a pesar de que los 
esfuerzos realizados al respecto han sido considerables (Pfaller et al., 2001; Prieto et al., 





En el marco descrito anteriormente, la segunda parte de nuestro estudio se centró en de-
tectar posibles alteraciones ocasionadas en las células HaCaT, MDA y MCF7 por una ex-
posición prolongada a bajas concentraciones de TCS. Se utilizó en este caso un rango de 
concentraciones (0-2 µM) comparable a los niveles medios de dosis del compuesto a los que 
se somete diariamente la población humana (Dann y Hontela, 2011). Se determinó en primer 
lugar el contenido en proteína celular total (CPT), un parámetro de gran utilidad para evaluar in 
vitro la toxicidad a largo plazo de productos químicos (Scheers et al., 2001). Nuestros resul-
tados evidenciaron un incremento significativo del CPT en los pocillos que contenían células 
expuestas 120 horas a TCS 0.5 µM (HaCaT) y 1 µM (MDA y MCF7) con respecto al control. 
El resto de los tratamientos no causaron diferencias significativas, observándose tan sólo una 
leve disminución del contenido en proteína después de la exposición a la mayor de las con-
centraciones ensayadas (2 µM). 
Se llevó a cabo a continuación un análisis de los perfiles de ciclo celular mediante citometría 
de flujo, con el fin de  precisar el significado de estos resultados iniciales. Los tratamientos con 
TCS 0.5/1 µM ocasionaron un aumento significativo del porcentaje de células en la fase G2/M, 
así como del número de células poliploides en las tres líneas celulares utilizadas. Resulta de 
especial interés destacar que estos cambios fueron exclusivos de los tratamientos prolonga-
dos con dichas concentraciones. Así, al comparar los resultados con los obtenidos después 
de exponer los cultivos durante 24 horas a las mismas concentraciones del compuesto, se 
obtuvieron perfiles de ciclo distintos. En este caso, observamos que las células HaCaT y MDA 
mostraban un leve retraso en la fase G0/G1 acompañada de una reducción del periodo S, sin 
cambios en la fase G2/M, mientras que las células MCF7 exhibían una leve disminución de la 
fase G0/G1 como único cambio evidente. También es importante hacer notar que los trata-
mientos con TCS 10 µM dieron lugar a variaciones en las distintas fases del ciclo compatibles 
con una inhibición de la proliferación celular, así como a un aumento del porcentaje de células 
en la fracción sub-G1 apoptótica en todas las líneas celulares analizadas, aunque de forma 
más moderada en las células MCF7. Esta situación no es de extrañar si tenemos en cuenta 
que esta línea celular carece de actividad caspasa 3 (Essmann et al., 2004), un importante 
efector en la muerte celular por apoptosis. Coincidiendo con nuestros resultados, otros au-
tores han descrito previamente que el TCS es capaz de activar vías apoptóticas en distintos 
modelos celulares tanto tumorales (Lupu y Menendez, 2006; Deepa et al., 2012; Honkisz et 
al., 2012; Vandhana et al., 2013) como no tumorales (Zuckerbraun et al., 1998; Tamura et al., 
2012). Finalmente, consideramos destacable el hecho de que las células expuestas durante 
120 horas a TCS 2 µM mostraron perfiles de ciclo muy similares a los observados después 
de un tratamiento de 24 horas con TCS 10 µM. Esta circunstancia parece evidenciar que, al 
menos en nuestras condiciones experimentales, una exposición de 5 días a estas dosis del 
compuesto podría tener el mismo efecto sobre la proliferación celular que una exposición agu-





Nuestro estudio prosiguió llevando a cabo pruebas complementarias, con el objeto de pro-
fundizar en las alteraciones producidas por la interferencia del TCS con la normal progresión 
del ciclo celular. En primer lugar se realizaron recuentos de índice mitótico  que revelaron que 
una exposición aguda a concentraciones altas del compuesto causaba un efecto antiproli-
ferativo, como ya sugerían nuestros datos previos de citotoxicidad basal. Estos resultados 
concuerdan con los publicados por otros autores utilizando como modelo células humanas de 
coriocarcinoma JEG-3  (Honkisz et al., 2012), así como células madre mesenquimales (Guo et 
al., 2012), lo que indica que puede tratarse de un efecto independiente del tipo celular. Por otra 
parte, las exposiciones prolongadas a TCS 0.5 µM (HaCaT) y 1 µM (MDA y MCF7) resultaron 
en un aumento significativo tanto del número de células como del índice mitótico de los culti-
vos, lo que explicaría los incrementos en el contenido de proteína celular total y el porcentaje 
de células en G2/M previamente descritos. Asimismo, pudimos comprobar que los tratamien-
tos con la mayor concentración analizada (2 µM) producían una disminución de la actividad 
mitótica respecto al control, estadísticamente significativa en el caso de las células HaCaT. Es 
importante mencionar que en los últimos años ha habido un gran interés por las relaciones 
dosis-respuesta bifásicas cuando se analiza la toxicidad de los compuestos químicos. Estas 
respuestas, que implican una estimulación a bajas dosis y una inhibición a dosis superiores 
(Calabrese y Baldwin, 1997), parecen ser más comunes que las reflejadas en curvas lineales 
sin umbral o lineales con umbral (Calabrese y Baldwin, 2003). Conocer la forma de las curvas 
dosis-respuesta para diferentes parámetros resulta fundamental para definir los mecanismos 
subyacentes a los efectos tóxicos, así como para evaluar los riesgos potenciales para la salud 
ambiental y humana (Calabrese, 2005). 
Una cuestión importante a tener en cuenta es que existen evidencias previas del efecto 
mitógenico del TCS cuando se someten las células MCF7 a una concentración 1 µM del 
compuesto durante largos periodos de tiempo (Gee et al., 2008; Henry y Fair, 2013). Sin 
embargo, hay que mencionar que los datos de estos autores proceden del ensayo E-screen, 
dirigido a definir el carácter estrogénico del compuesto y su capacidad como agonista del 
estradiol. Teniendo en cuenta que nuestras condiciones experimentales no son compara-
bles, así como la coincidencia de resultados en las tres líneas celulares analizadas, conside-
ramos que no resulta posible establecer un paralelismo entre nuestras observaciones y las 
del citado estudio. Por lo tanto, nuestro interés se centró en tratar de identificar el mecanis-
mo subyacente a las evidentes alteraciones de la proliferación celular causadas por el TCS 
en nuestro sistema experimental. 
La inducción de estrés oxidativo, asociada a un desequilibrio entre la producción de espe-
cies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) y la capacidad de defensa antioxi-
dante de las células (Halliwell, 2008), fue el primer potencial mecanismo que evaluamos en la 





directa de la actividad de la cadena respiratoria, a través de los distintos complejos situados en 
la membrana mitocondrial interna (Andreyev et al., 2005; Murphy, 2009). Es de sobra conocido 
que los incrementos intracelulares en los niveles de ROS afectan a la fisiología celular debido a 
la gran reactividad de dichos radicales con biomoléculas esenciales tales como lípidos, proteí-
nas y ADN (Valko et al., 2006). De hecho, las principales consecuencias de este daño oxidativo 
constituyen la base de diversas patologías humanas como diabetes, cáncer, aterosclerosis y 
ciertas enfermedades neurodegenerativas (Favier, 2006; Giustarini et al., 2009). Sin embargo, 
actualmente también está bien documentado el papel fundamental que ejercen las ROS como 
segundos mensajeros en rutas de señalización, regulando numerosos procesos celulares, en-
tre los que se incluye la proliferación (Sarsour et al., 2009; Matés et al., 2012). 
La generación intracelular de ROS fue analizada en el presente estudio mediante la inmuno-
detección de la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG), que resulta de la adición de un radical 
hidroxilo (·OH) a la guanina en posición C8 (Cadet et al., 1999). La presencia de 8-OHdG es 
considerada actualmente como un marcador muy sensible de estrés oxidativo y carcinogé-
nesis, tanto in vivo como in vitro (Valavanidis et al., 2009). Nuestros resultados mostraron que 
tanto las células tratadas durante 24 horas con TCS como las sometidas a una exposición 
de 120 horas presentaban signos de daño oxidativo, evidenciados como un incremento sig-
nificativo en los índices de 8-OHdG. Es importante señalar que no se apreciaron diferencias 
notables entre las tres líneas celulares y que, para una misma concentración (0.5/1 µM), el 
efecto fue más moderado después de los tratamientos prolongados con el compuesto. A 
pesar de que se considera que la 8-OHdG es generada principalmente por los radicales ·OH, 
o directamente por reacciones fotodinámicas (Cooke et al., 2003), no podemos descartar la 
posible participación de ciertos intermediarios reactivos del TCS. En particular la de los radi-
cales fenoxilo (PhO·) originados por oxidación de los compuestos fenólicos, que son capaces 
de reaccionar fácilmente con el C8 de la desoxiguanosina, generando 8-OHdG (Manderville, 
2005). Además, los radicales PhO· pueden a su vez ser transformados por los antioxidantes 
celulares en anión superóxido (·O2-), que por dismutación produce peróxido de hidrógeno 
(H2O2) y eventualmente radicales ·OH (Shvedova et al., 2000; Galati et al., 2002). Un reciente 
estudio que analiza las propiedades oxidantes del TCS en timocitos de rata demuestra que 
el compuesto se comporta de manera equivalente al H2O2 (Tamura et al., 2012). Está bien 
establecido que las ROS, y en especial el H2O2,  pueden promover tanto paradas de ciclo y 
muerte celular subsiguiente, como incrementos en las tasas de proliferación de los cultivos, 
dependiendo de los niveles intracelulares, del tiempo de exposición y/o de las líneas celulares 
ensayadas (Boonstra y Post, 2004; Bartosz, 2009). Coincidiendo con estas observaciones, 
los resultados de este estudio demuestran que los incrementos significativos en los índices de 
8-OHdG se encontraban estrechamente vinculados al bloqueo del ciclo celular y la inducción 
de apoptosis. Asimismo, la persistencia de bajos niveles de 8-OHdG después de exposiciones 





sostenido en el tiempo, que sería responsable de los incrementos de la proliferación celular ob-
servados. Es esencial hacer mención en este punto a la coincidencia entre nuestros resultados 
y los presentados en un trabajo recientemente publicado, que demuestran una relación directa 
entre la exposición crónica a niveles moderados de H2O2 y los incrementos de viabilidad, proli-
feración y potencial tumorigénico de las células MCF7 (Mahalingaiah y Singh, 2014). Nuestros 
datos no sólo confirman, sino que además complementan en gran medida los anteriormente 
citados, al haberse observado efectos equivalentes en líneas celulares humanas tumorales y 
no tumorales. Está perfectamente documentado que las respuestas de adaptación celular al 
estrés oxidativo constituyen uno de los mecanismos de resistencia a determinados agentes 
quimioterapéuticos que basan su acción citotóxica en la generación de ROS (Pelicano et al., 
2004; Barrera, 2012). Sin embargo, las pruebas adicionales que aportamos podrían ayudar 
a explicar algunos efectos tóxicos colaterales que pueden aparecer en tejidos no tumorales 
durante los tratamientos con quimioterapia (Chen et al., 2007).
Por otra parte, existen numerosas evidencias de que el estrés oxidativo es un importante 
iniciador y promotor de la carcinogénesis y contribuye a la progresión de tumores (Halliwell, 
2007; Kryston et al., 2011). A pesar de que sigue existiendo una gran controversia acerca de la 
posible participación del TCS en los procesos de tumorigénesis, la EPA lo clasifica como “pro-
bablemente no cancerígeno para los seres humanos” (EPA, 2008). Es importante recordar que 
los radicales libres y las ROS no sólo producen modificaciones de bases en el ADN, sino tam-
bién roturas de cadena simple o de doble cadena, así como puentes cruzados ADN-proteína 
(Storr et al., 2013). De entre las lesiones oxidativas, las más peligrosas son las roturas de doble 
cadena (DSBs, double-strand breaks), ya que son difíciles de reparar y pueden contribuir a la 
inestabilidad genómica, facilitando así el desarrollo de procesos tumorales (Khanna y Jackson, 
2001; Altieri et al., 2008). Aunque no se tienen evidencias de la potencial mutagenicidad del 
TCS según los ensayos estándar (Rodricks et al., 2010), la inducción de daño genotóxico ha 
sido descrita en diversos modelos ecotoxicológicos, entre los que se incluyen el mejillón cebra 
Dreissena polymorpha, (Binelli et al., 2009a, b), el alga Closterium ehrenbergii (Ciniglia et al., 
2005), el mosquito Chironomus riparius (Martínez-Paz et al., 2013) y la planta superior Allium 
cepa (Herrero et al., 2012). Sin embargo, los datos relativos a la genotoxicidad del compuesto 
en células de mamífero son muy escasos, a excepción de los obtenidos en las líneas celulares 
KB y Vero mediante el ensayo cometa (Jirasripongpun et al., 2008). En dicho trabajo los au-
tores demuestran que el TCS es capaz de inducir roturas de ADN después de la exposición 
durante 5 días a una concentración que aparece en algunos productos cosméticos (23 µM). 
Volviendo a nuestros resultados, se pudo observar por marcaje inmunofluorescente  la pre-
sencia de focos nucleares de γ-H2AX en las mismas condiciones experimentales en las que 
detectamos importantes incrementos del índice 8-OHdG. La fosforilación de la histona H2AX 





ya que se requiere para el ensamblaje de las proteínas de reparación del ADN en los lugares 
de daño, así como para la activación de los puntos de control que detienen la progresión del 
ciclo celular (Podhorecka et al., 2010). En el caso de las dobles roturas, la kinasa ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated) actúa como sensor de daño y coordina una ruta de señalización es-
pecífica mediante la fosforilación de sustratos como p53, Chk2, Chk1, Brca1 y H2AX (Shiloh y 
Ziv, 2013). Un aspecto destacable de nuestros datos fue la desaparición de la marca de DSBs 
en las células incubadas con 0.5/1 µM de TCS durante 120 horas. Aunque existe cierta contro-
versia, en general se reconoce que los focos nucleares de γ-H2AX desaparecen gradualmente 
a medida que progresa la reparación del ADN (Chowdhury et al., 2005; Bonner et al., 2008). 
En consecuencia, se podría especular que las DSBs causadas por el compuesto a través de 
la inducción de daño oxidativo al ADN durante las primeras 24 horas de tratamiento fueron 
reparadas de manera eficiente en las tres líneas celulares analizadas. Las células de mamífero 
disponen de dos estrategias principales para subsanar las DSBs, denominadas recombinación 
homóloga (HR) y reunión de extremos no homólogos (NHEJ) (Karagiannis y El-Osta, 2004; 
Cann y Hicks, 2007). Ambos mecanismos no son mutuamente excluyentes, aunque la contri-
bución relativa de cada uno de ellos depende de la fase del ciclo en el que se produce el daño 
(Sonoda et al., 2006; Hartlerode y Scully, 2009).
La integración de los resultados obtenidos en esta fase del estudio nos permitió formular 
una serie inicial de deducciones. En primer lugar, el TCS manifiesta un comportamiento dual 
sobre las tasas de proliferación de las células humanas en cultivo, que depende tanto de la 
concentración utilizada como del tiempo de exposición. Por otra parte, nuestras observacio-
nes demuestran que el estrés oxidativo es el mecanismo responsable de la citotoxicidad basal 
inducida por el TCS, tanto en células normales como tumorales. En este sentido, nuestros da-
tos concuerdan con los obtenidos por otros autores en timocitos de rata (Tamura et al., 2012), 
hemocitos de moluscos bivalvos (Gagné et al., 2006; Binelli et al., 2009a) y células de hepato-
ma humano HepG2 (Ma et al., 2013). Otra cuestión destacable es la respuesta común de las 
tres líneas celulares ante las alteraciones en la homeostasis redox causadas por el compuesto 
objeto de nuestro estudio. Como hemos demostrado, los niveles altos de estrés oxidativo 
causaron efectos citotóxicos compatibles con una respuesta de daño al ADN. Esta respuesta 
celular que se activa por diversos factores, entre los que se incluye el daño oxidativo (Tanaka 
et al., 2006), tiene por objeto proporcionar un tiempo adicional a las células para subsanar las 
lesiones y para activar procesos de muerte programada o de senescencia cuando la repara-
ción no es posible (Rich et al., 2000; Zhou y Elledge, 2000; Abraham, 2001; Rouse y Jackson, 
2002). Por su parte, los cambios leves en el estado redox intracelular detectados a las 120 ho-
ras indujeron un claro efecto mitogénico, considerado como una respuesta adaptativa básica a 
la que recurren las células una vez que se ha completado la reparación para alcanzar un nuevo 
estado de equilibrio y preservar su viabilidad (Kumar et al., 2009). Es importante recordar en 





aparición de células poliploides en los cultivos. Existen bastantes evidencias que sugieren que 
las células poliploides resultantes de un daño genotóxico pueden albergar una mayor capaci-
dad de reparación del ADN (Ivanov et al., 2003) y, por lo tanto, proporcionar una vía alternativa 
de supervivencia celular (Cortés et al., 2004; Davoli y de Lange, 2011). Estas afirmaciones po-
drían explicar nuestros resultados razonablemente, sin embargo, para confirmar esta hipótesis 
serían necesarios estudios adicionales que escapan a los objetivos de la presente tesis.
Para finalizar, además de indicar la valiosa contribución de nuestros datos al conocimiento 
de los efectos tóxicos causados in vitro por exposiciones prolongadas a TCS, planteamos 
nuestra siguiente propuesta de investigación basada en la toxicogenómica, para ayudar a 
completar el perfil toxicológico de este potente agente antibacteriano. A este respecto, es 
importante mencionar que la EPA y la FDA están trabajando en conjunto desde el año 2013 
con el fin de recabar nueva información y revisar la ya existente acerca de los efectos tóxicos 
del TCS y la seguridad de los niveles de exposición en humanos, de cara a una posible nueva 
regulación (EPA, 2014). En el presente estudio, se ha realizado una aproximación al análisis de 
expresión génica mediante un microarray de ADNc tras la exposición de células HaCaT, MDA 
y MCF7 a TCS (0.5/1 µM) durante 120 horas. Esta tecnología se considera actualmente una 
herramienta de gran utilidad en Toxicología para el análisis de los mecanismos de acción de 
compuestos químicos de interés (Lettieri, 2006; Gant, 2007; Gomase et al., 2008). Es impor-
tante señalar que existen algunos análisis realizados con microarrays dirigidos a determinar 
cambios de expresión génica inducidos por TCS en distintos grupos de bacterias (Betts et al., 
2003; Jang et al., 2008; Bailey et al., 2009). Sin embargo, no existen datos equivalentes en 
células humanas, a excepción de un estudio realizado en leucocitos de sangre periférica de 
donantes sanos, en el que se definen las capacidades antiinflamatorias del compuesto (Barros 
et al., 2010).
Los resultados de nuestro análisis de expresión génica son estrictamente preliminares, ya 
que requieren tareas complementarias, todavía en curso, como son la validación mediante 
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) y la determinación de los niveles de proteína de 
los genes de mayor interés mediante western blot. No obstante, decidimos incluirlos en el 
presente documento ya que, aun siendo meramente especulativos,  aportan información de 
interés que debería ser tenida en cuenta en un futuro. Así por ejemplo, detectamos que ciertos 
genes implicados en el transporte y metabolismo de ácidos grasos y colesterol presentaban 
un perfil de expresión similar en las tres líneas celulares. Este hecho es de particular interés 
ya que se ha demostrado que el TCS inhibe el complejo multienzimático ácido graso sintasa 
(FAS, Fatty Acid Synthase), que cataliza la síntesis de ácidos grasos de cadena larga tanto en 
bacterias (Heath et al., 2000) como en líneas celulares humanas de cáncer de mama (Liu et al., 
2002). Por su parte, algunos genes de interleuquinas y de isoformas de p450, así como otros 





las tres líneas celulares, lo que no resulta extraño ya que es bien conocido que la respuesta 
transcripcional global al estrés en las células humanas es enormemente específica del tipo 
celular (Murray et al., 2004).
La evaluación in vitro de los posibles efectos citotóxicos del PFOA, el tercero de los com-
puestos analizados, se llevó a cabo en las líneas celulares HeLa y HaCaT bajo distintas condi-
ciones de exposición. A pesar de que el PFOA es metabólicamente inerte en mamíferos y, por 
lo tanto, un agente químico particularmente adecuado para los ensayos de toxicidad in vitro, 
no existen datos concluyentes en células humanas que determinen con precisión el mecanis-
mo de acción de este compuesto. De manera general se considera que los efectos citotóxicos 
causados por los agentes químicos dependen principalmente de la concentración utilizada y 
del tiempo de exposición. Sin embargo, existen estudios  que demuestran que el tiempo trans-
currido entre el final del tratamiento y el ensayo de citotoxicidad puede ser un factor clave a la 
hora de analizar un compuesto (Komissarova et al., 2005; McKim, 2010). 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, así como el prolongado tiempo de retención del 
PFOA en los tejidos humanos (Kudo y Kawashima, 2003; Andersen et al., 2006), decidimos di-
señar un protocolo experimental en dos etapas. En una primera fase del estudio se analizaron 
tanto la toxicidad aguda por exposición continua al compuesto, como la posible reversibilidad 
de los daños citotóxicos y/o la aparición de alteraciones a medio plazo. En una segunda etapa, 
se evaluó la potencial inducción de cambios específicos a largo plazo una vez finalizada la ex-
posición al compuesto, un fenómeno que se conoce como toxicidad retardada y que permite 
obtener datos con un alto valor predictivo para la toxicidad humana (Dierickx, 2003).
La evaluación de la citotoxicidad basal, utilizando tres ensayos complementarios entre sí que 
incluían marcadores de viabilidad y de crecimiento del cultivo, reveló que todos los parámetros 
analizados exhibían un claro efecto dependiente de dosis en las dos líneas celulares utilizadas. 
Por otra parte, el análisis estadístico de correlaciones puso de manifiesto que los resultados 
de citotoxicidad cuantificados tanto en las células HeLa como en las HaCaT no estaban rela-
cionados con las distintas condiciones de exposición al PFOA. Como indican nuestros datos, 
los efectos citotóxicos causados por el compuesto durante las primeras 24 horas resultaron 
ser equivalentes no sólo a los detectados en los cultivos sometidos a un tratamiento continuo 
durante 72 horas, sino también a los obtenidos en la condición experimental de 24+48 horas. 
Estas observaciones parecen indicar que las alteraciones inducidas por el PFOA tienen lugar 
durante las primeras 24 horas de tratamiento y no son reversibles una vez retirado el com-





obtenidas para los distintos parámetros y condiciones experimentales presentaban perfiles 
muy similares. Esto indica que las pruebas cuantitativas realizadas en esta primera etapa de 
experimentación no estaban detectando una lesión citotóxica específica, sino más bien una 
disminución en el número de células de los cultivos como consecuencia de los diferentes tra-
tamientos con PFOA. 
Nuestros datos de citotoxicidad basal concuerdan con los publicados previamente por 
otros autores utilizando distintos tipos celulares, entre los que se incluyen hepatocitos prima-
rios de peces (Liu et al., 2007), células de hepatoma humano HepG2 (Shabalina et al., 1999; 
Hu y Hu, 2009; Florentin et al., 2011) y células renales de primate Vero (Fernández Freire et al., 
2008), que definen al PFOA como un agente discretamente tóxico para las células en cultivo. 
De particular importancia es el hecho de que los ensayos realizados en roedores también 
consideran que la exposición aguda al PFOA causa una toxicidad leve o moderada (Hekster et 
al., 2003; Kudo y Kawashima, 2003). Esta analogía entre los datos obtenidos in vitro e in vivo 
refuerza la idea cada vez más aceptada de que, para la mayoría de los productos químicos, 
existe una excelente correlación entre los datos de los ensayos de citotoxicidad basal y los de 
toxicidad aguda clásicos que utilizan animales de experimentación (ECVAM, 2002). 
La interferencia del PFOA con la normal progresión de los cultivos de células HeLa y 
HaCaT nos llevó a realizar un análisis complementario con el fin de determinar un posible 
efecto citóstatico del compuesto. Se seleccionaron tres concentraciones representativas (50, 
100 y 250 µM) para realizar recuentos de índice mitótico después de los diferentes tiempos 
de exposición. Los datos coincidieron con los que habíamos obtenido previamente en la 
línea celular Vero (Fernández Freire et al., 2008), así como con los observados por otros 
autores utilizando células HepG2 (Shabalina et al., 1999), que demuestran que el PFOA en 
concentraciones iguales o superiores a 100 µM causa un efecto antiproliferativo in vitro. Sin 
embargo, los tratamientos con la menor de las concentraciones analizadas (50 µM) dieron 
lugar a un aumento significativo en los valores de índice mitótico respecto al control en todas 
las condiciones experimentales, incluyendo aquella en la que las células crecieron durante 
48 horas adicionales en medio libre de droga. Es conveniente destacar en este punto que, a 
pesar de que no existen suficientes evidencias epidemiológicas, la EPA clasifica al PFOA como 
“posible carcinógeno para humanos” (EPA, 2006). No obstante, el análisis pormenorizado de 
las células en las distintas fases de la mitosis descartó que el compuesto produjera un efecto 
mitógenico en nuestras condiciones experimentales, ya que los incrementos de índice mitótico 
se correspondían únicamente con un mayor porcentaje de células en profase y metafase 
respecto a los cultivos control. Las observaciones mediante microscopía de fluorescencia 
de las figuras mitóticas mostraron algunas metafases con cromosomas mal congregados, 
compatibles con un retardo en la transición metafase-anafase. Existen evidencias previas 





una parada de ciclo en G2/M, sin que se observe un aumento en el número total de células 
(Shabalina et al., 1999). Otro trabajo llevado a cabo más recientemente en la línea celular no 
tumoral de hígado humano L-02, obtiene similares conclusiones después de tratamientos de 
72 horas (Huang et al., 2013). Si bien los datos de estos autores están basados en técnicas 
de citometría de flujo y no diferencian células en G2 y M, parecen coincidir en gran medida con 
nuestras observaciones en las células HeLa y HaCaT. 
Es importante mencionar que determinados estudios realizados en hepatocitos de roedores 
expuestos a PFOA a través de la dieta, utilizando tecnología de microarrays de ADN, indican 
que el compuesto produce cambios de expresión de genes relacionados con la proliferación 
celular (Guruge et al., 2006; Rosen et al., 2008). Entre ellos, destacan los genes de las ciclinas 
D1 y D3 y del inhibidor de CDKs p21, que participan en la regulación de la transición G1-S; 
así como Cdc20 (cell-division cycle protein 20) y aurora quinasa B, implicados en la progresión 
metafase-anafase. Obviamente, estos datos no son extrapolables a nuestros resultados y los 
de otros autores en cultivos de células humanas tratadas con PFOA.  Sin embargo, podrían 
constituir un punto de partida para el análisis en profundidad del efecto de este contaminante 
sobre la proliferación de células humanas, ya que podría tratarse de un fenómeno universal 
independiente tanto del tipo celular como del carácter tumoral o no tumoral del tipo celular. 
Con el fin de completar las pruebas de citotoxicidad basal, se realizaron observaciones 
microscópicas in vivo después de exponer las células HeLa y HaCaT a concentraciones de 
PFOA 50 y 100 µM en las distintas condiciones experimentales. Cuando las células vivas se 
incuban con sustancias tóxicas, determinadas dianas subcelulares pueden sufrir una serie de 
modificaciones estructurales que pasan inadvertidas utilizando los ensayos convencionales de 
citotoxicidad in vitro. En la mayoría de los casos, los cambios morfológicos se hacen evidentes 
una vez que el sistema bioquímico correspondiente se encuentra alterado. Sin embargo, los 
productos químicos también pueden interactuar directamente con ciertas estructuras celula-
res induciendo cambios importantes a nivel celular y subcelular y que comienzan a manifestar-
se casi inmediatamente después de la exposición al tóxico. Por lo tanto, la forma más conve-
niente de evaluar el daño citotóxico producido por los compuestos químicos en los sistemas 
celulares es utilizar en paralelo enfoques bioquímicos y morfológicos (Hazen et al., 2010). 
Una de las alteraciones morfológicas más evidentes después de los tratamientos con PFOA 
fue la aparición de ampollas o burbujas en la superficie de las células HeLa, un proceso co-
nocido como blebbing característico de células con daños importantes en la membrana plas-
mática (Babiychuk et al., 2011). Por su parte, las células HaCaT exhibían fenómenos de dege-
neración hidrópica, una acumulación intracitoplasmática de agua debida a la incapacidad de 
las células para mantener el balance de líquidos y electrolitos regulado por las bombas Na+/K+ 





sugieren por lo tanto que los tratamientos con PFOA producen una desestabilización de la 
membrana plasmática, la primera barrera con la que se encuentra cualquier agente tóxico que 
entra en contacto con las células. En concordancia con nuestros resultados se ha descrito que 
diversos tensioactivos perfluorados, entre los que se incluye el PFOA, aumentan la permea-
bilidad de la membrana plasmática en distintas líneas celulares humanas (Levitt y Liss, 1986, 
1987; Hu et al., 2003; Florentin et al., 2011), células de hepatoma de rata (Hu et al., 2003) y 
células sanguíneas de peces (Hu et al., 2003; Jones et al., 2003), como consecuencia de sus 
propiedades detergentes. La alteración de las propiedades físico-químicas del plasmalema 
también puede ser el resultado de la unión directa de un compuesto con alguno de sus com-
ponentes. La capacidad del PFOA para interaccionar con las membranas celulares es bien 
conocida, existiendo estudios in vitro con modelos artificiales de membrana que demuestran 
que el compuesto se incorpora fácilmente a las bicapas lipídica, perturbando sus propiedades 
de empaquetamiento e incrementando su fluidez (Matyszewska et al., 2007). Es importante 
resaltar que, de la misma manera que en los ensayos cuantitativos de citotoxicidad basal, las 
alteraciones morfológicas detectadas en las células HeLa y HaCaT después de los tratamien-
tos de 24 horas con PFOA no revirtieron a la situación control pese a la retirada de la droga del 
medio de cultivo. De hecho, desde el punto de vista morfológico, las células tratadas durante 
24 horas e incubadas en un medio libre de droga durante 48 horas adicionales presentaban 
una gran similitud con las expuestas al PFOA durante 72 horas, al menos en la menor de las 
concentraciones ensayadas. Estas evidencias plantean dos posibilidades: a) el daño produci-
do por el PFOA después de 24 horas no puede ser reparado en las 48 horas siguientes, dando 
lugar a una toxicidad sostenida en el tiempo; o b) el compuesto permanece en la membrana 
de las células una vez retirado del medio de cultivo.
Por último y teniendo en cuenta que algunos autores han descrito la inducción de procesos 
apoptóticos en células humanas expuestas a altas concentraciones de PFOA (Shabalina et al., 
1999; Hu y Hu, 2009; Florentin et al., 2011), decidimos analizar en profundidad el significado 
de las burbujas o blebs en las células HeLa, ya que el blebbing se asocia habitualmente con 
procesos severos de lesión celular e inducción de apoptosis (Nicotera et al., 1986; Mills et al., 
1998; Charras, 2008). En primer lugar realizamos un marcaje in vivo de las células combinando 
el colorante supravital NA con BE, un método clásico para evaluar la viabilidad celular (Singh 
y Stephens, 1986; Jahanmehr et al., 1987; Bank, 1988). Los resultados demostraron que, a 
pesar de la evidente presencia de blebs, las células HeLa tratadas con PFOA eran viables en 
todas las condiciones experimentales analizadas. Para descartar definitivamente la posibilidad 
de que las células con burbujas se correspondiesen con células apoptóticas, decidimos asi-
mismo realizar una inmunodetección contra caspasa 3 activa, un efector clave de la apoptosis 
que una vez activado conduce inexorablemente a la muerte celular (Cohen, 1997; Chowdhury 
et al., 2008). También en este caso los resultados fueron negativos en todas las condiciones 





más altas y exposiciones más prolongadas al compuesto. Estas observaciones coinciden con 
las obtenidas por otros autores en la línea celular HepG2, que indican que no existen incre-
mentos en los niveles de actividad de caspasa 3, a pesar de los tratamientos con concentra-
ciones citotóxicas de PFOA (Buhrke et al., 2013).
Aunque el papel específico de los blebs sigue siendo controvertido (Charras, 2008; Charras 
y Paluch, 2008), se trata de un fenómeno frecuente durante el transcurso de procesos fisioló-
gicos en células animales tales como la citocinesis (Fishkind et al., 1991; Paluch et al., 2006) 
o la adhesión y la migración celular (Keller y Eggli, 1998; Hagmann et al., 1999; Charras et al., 
2008; Angus et al., 2008; Fackler y Grosse, 2008). Más recientemente se ha relacionado la 
presencia de blebs con fenómenos de resistencia a las lesiones de membrana. Esta estrategia 
de defensa adoptada por las células puede considerarse como un mecanismo de control de 
daños que se activa después de que los intentos iniciales de resellado de la membrana hayan 
fracasado (Babiychuk et al., 2011). Existen datos recientes que sugieren que las anexinas, una 
familia de proteínas que interaccionan de manera Ca2+ dependiente con los fosfolípidos de 
la membrana plasmática (Gerke et al., 2005), podrían desempeñar un  papel fundamental en 
este proceso (Babiychuk et al., 2011). La anexina A1 en particular, implicada principalmente en 
procesos inflamatorios así como en la regulación de la proliferación celular y la apoptosis (Lim y 
Pervaiz, 2007), parece ser imprescindible para una eficaz reparación de la membrana plasmáti-
ca cuando una célula se enfrenta a una lesión sostenida (Potez et al., 2011). Se ha demostrado 
que los niveles citosólicos de dicha proteína aumentan durante los procesos de blebbing y que 
esta proteína se une a la membrana plasmática en la región del cuello del bleb para crear un 
“tapón” que deja aisladas las regiones dañadas (Babiychuk et al., 2008, 2009). Basándonos 
en estas consideraciones, determinamos mediante inmunofluorescencia indirecta la marca de 
anexina A1 en las células HeLa tratadas con PFOA, pudiéndose observar un incremento de la 
señal en el citoplasma así como en la región de los blebs. 
En paralelo analizamos el patrón de distribución de los microfilamentos de actina mediante 
faloidina conjugada con TRITC, ya que la formación de los blebs implica la reestructuración 
del cortex de actina. Se ha descrito que, durante la nucleación de estas estructuras, una 
pequeña región de la membrana plasmática se desprende del córtex celular y se ensancha 
hasta formar una protuberancia de entre 1-10 µm de diámetro desprovista de actina y de 
otros elementos del citoesqueleto (Charras y Paluch, 2008; Charras et al., 2008; Tinevez et 
al., 2009). La entrada de contenido citoplasmático a las burbujas recién formadas es favoreci-
da  por el aumento de la presión hidrostática que genera la contracción del complejo formado 
por miosina II y actina cortical (Charras et al., 2008; Tinevez et al., 2009). Finalmente, cuando 
la expansión de los blebs se detiene, el córtex de actina se vuelve a organizar debajo de la 
membrana de estas estructuras (Charras et al., 2008; Babiychuk et al., 2011). Además, se 





lesiones plasmalemales (Idone et al., 2008) ya que, cuando el deterioro de la membrana es 
extremo, los blebs que corresponden a las regiones dañadas pueden ser expulsados de la 
célula (Segundo et al., 1999; Keefe et al., 2005). Nuestros resultados revelaron que las cé-
lulas HeLa tratadas con PFOA presentaban blebs con una intensa marca de actina bajo la 
membrana, pudiéndose distinguir además algunas vesículas completamente escindidas del 
cuerpo celular después de los tratamientos de mayor duración (24+48h y 72h). Teniendo en 
cuenta estas observaciones, así como la ausencia de apoptosis en nuestras condiciones 
experimentales, estimamos que los fenómenos de blebbing observados en las células HeLa 
expuestas al PFOA no reflejan un efecto citotóxico sino más bien una estrategia de resistencia 
ante lesiones de la membrana plasmática. 
Tomando en conjunto los resultados obtenidos en las diferentes pruebas bioquímicas y 
morfológicas, podemos establecer que las alteraciones causadas por el PFOA en las células 
HeLa y HaCaT representan un proceso de adaptación al estrés. Las respuestas adaptativas 
al estrés citotóxico permiten a las células modular su estructura y función, pero cuando se 
sobrepasan los límites de adaptación se alcanza el llamado “punto de no retorno” en el que 
las células pueden sufrir lesiones irreversibles que culminan con la muerte. Por ello, con el fin 
de completar nuestro estudio, nos planteamos examinar los cultivos 8 días después del tra-
tamiento con PFOA durante 24 horas, seleccionando en base a nuestros resultados previos 
la concentración 50 µM y la proliferación celular como parámetro de medida. El análisis del 
ciclo celular mediante citometría de flujo reveló que la distribución de las células HeLa en las 
diferentes etapas del ciclo era equivalente en los cultivos control y en los sometidos a un pre-
tratamiento con PFOA. Sin embargo, se observaron cambios significativos en el perfil del ciclo 
de las células HaCaT respecto a sus correspondientes controles, debidos principalmente al 
bloqueo del ciclo en la fase G0/G1. Las causas de la detención del ciclo celular en el punto de 
control G1 incluyen desde la exposición a radiaciones (gamma, UV) o agentes químicos geno-
tóxicos, hasta el estrés oxidativo (Houtgraaf et al., 2006). Con independencia del estímulo, y 
como hemos referido previamente, una parada transitoria en el periodo G1/S proporciona un 
tiempo adicional para reparar el daño al ADN pero, si se producen errores en el proceso, las 
células desencadenan respuestas de muerte programada o entran en un estado de senescen-
cia (Rich et al., 2000; Zhou y Elledge, 2000; Abraham, 2001; Rouse y Jackson, 2002). Tenien-
do en cuenta que no se percibieron aumentos significativos en la fracción sub-G1 apoptótica 
de los cultivos, optamos por realizar una detección citoquímica de la actividad de la enzima 
β-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-β-gal), un reconocido biomarcador de células 
senescentes tanto in vitro como in vivo (Dimri et al., 1995; Debacq-Chainiaux et al., 2009). 
De forma general, el término senescencia se relaciona con el envejecimiento celular y hace 
referencia a una progresión de eventos en los que las células pasan de dividirse activamente a 





enzima telomerasa en las sucesivas divisiones celulares (Blackburn, 2001; Yang y Fogo, 2010). 
Asimismo, las células pueden experimentar senescencia en respuesta a diversos tipos de es-
trés, tales como daños en el ADN o en la estructura de la cromatina, sobreexpresión de onco-
genes y estrés oxidativo, en un proceso independiente del acortamiento telomérico (Kuilman 
et al., 2010). Esta otra forma de senescencia, conocida como senescencia prematura inducida 
por estrés (SIPS, Stress-Induced Premature Senescence), ocurre de manera relativamente 
rápida en los cultivos de células humanas (en cuestión de días) y comparte características bá-
sicas con la senescencia replicativa (Lloyd, 2002; Toussaint et al., 2005). Es esencial destacar 
que la estimación de SIPS se ha recomendado para detectar efectos que pudieran manifestar-
se en el plazo de días o semanas después de la exposición a concentraciones subcitotóxicas 
de moléculas de uso industrial en fase de desarrollo (Toussaint et al., 2000a). 
Nuestros resultados mostraron que, como era esperable, no existían diferencias evidentes 
entre los cultivos control y los tratados en el caso de las células HeLa. Sin embargo, obser-
vamos un incremento significativo en el porcentaje de células HaCaT positivas para SA-β-gal 
respecto a sus correspondientes controles, lo que demuestra la inducción de senescencia en 
el cultivo una vez retirado el compuesto. Dado que un gran número de evidencias experimen-
tales indican que los incrementos en los niveles intracelulares de ROS se asocian con procesos 
de senescencia (Lu y Finkel, 2008), concluimos nuestro estudio con una inmunodetección de 
8-OHdG que,  como hemos indicado anteriormente, es un reconocido marcador de estrés oxi-
dativo (Valavanidis et al., 2009). De acuerdo con nuestros resultados previos en la línea celular 
Vero (Fernández Freire et al., 2008), así como con los publicados por otros autores utilizando 
hepatocitos primarios de peces  (Liu et al., 2007) y células humanas HepG2 (Shabalina et al., 
1999; Panaretakis et al., 2001), los tratamientos con PFOA durante 24 horas produjeron estrés 
oxidativo en las dos líneas celulares analizadas, siendo más acusado el efecto en las células 
HeLa. Esta diferencia en los niveles de estrés oxidativo entre las dos líneas celulares no resulta 
sorprendente, habida cuenta de la mayor capacidad para generar ROS de las células tumora-
les (Pelicano et al., 2004; Gorrini et al., 2013). Sin embargo, 8 días después de la retirada del 
compuesto, el número de células HeLa que conservaban marca positiva para 8-OHdG resultó 
equivalente a los valores encontrados en los controles. Por el contrario, el porcentaje de cé-
lulas HaCaT positivas para 8-OHdG no se redujo de forma significativa una vez suprimido el 
PFOA del medio cultivo. Esto indica que dichas células se encontraron sometidas de manera 
sostenida en el tiempo a un nivel moderado de estrés oxidativo, que acabó desencadenando 
un proceso de senescencia prematura.
Es interesante mencionar en este punto que se ha demostrado la inducción de SIPS en 
células humanas in vivo (Toussaint et al., 2000b) y que existen evidencias que vinculan la apari-
ción de células senescentes con ciertas patologías relacionadas con la edad,  como el cáncer 





cavido a la hora de establecer comparaciones entre los efectos tóxicos observados in vitro y 
las situaciones in vivo, la toxicidad retardada del PFOA, descrita por primera vez en el presente 
estudio, debería ser considerada en el futuro a la hora de valorar el riesgo que supone para la 











• La coherencia de los resultados de la presente tesis pone de manifiesto la 
idoneidad del diseño experimental utilizado para realizar análisis toxicológicos 
que permitan definir diferentes respuestas celulares inducidas por la exposición 
a sustancias químicas.
• La exposición aguda a di (2-etilhexil) ftalato induce en las células Vero y HaCaT 
una reducción de la viabilidad celular dependiente de concentración, así como 
una inhibición de la proliferación celular vinculada a un retraso del ciclo celular 
en la fase G1.
• El di (2-etilhexil) ftalato, a dosis de relevancia clínica, induce en las células 
de mamífero una respuesta de estrés de retículo, un mecanismo emergente 
en la patogénesis y progresión de enfermedades metabólicas y otras 
enfermedades humanas. 
• El triclosán manifiesta un comportamiento dual sobre las tasas de proliferación 
de las células HaCaT, MDA-MB-231 y MCF7, que depende tanto de la 
concentración utilizada como del tiempo de exposición.
• El estrés oxidativo es el mecanismo responsable de los efectos citotóxicos  
inducidos por el triclosán, tanto en células tumorales como no tumorales.
• El ácido perfluorooctanoico ejerce una citotoxicidad moderada, pero 
no reversible, en las células HeLa y HaCaT, asociada a un daño en la 
membrana plasmática.
• Las alteraciones causadas por el ácido perfluorooctanoico revelan una 
toxicidad retardada que desencadena en las células HeLa una respuesta 
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Gen Nombre Categoría MDA HaCaT MCF7 OMIM
ABCA2 ATP-BINDING CASSETTE 2 ATPasas ABC 0.261 -0.004 0.958 600047
ABCA4 ATP-BINDING CASSETTE 4 ATPasas ABC 0.321 0.048 0.771 601691
ABCA8 ATP-BINDING CASSETTE 8 ATPasas ABC 0.037 -0.100 -0.917 612505
ACADS ACYL-CoA DEHYDROGENASE,SHORT-CHAIN β-oxidación 0.542 -1.142 0.179 606885
ANGPTL4 ANGIOPOIETIN-LIKE 4 Obesidad -1.083 -0.114 -0.364 605910
APOB APOLIPOPROTEIN B Lípidos 1.028 -0.649 -0.086 107730
ARH LOW DENSITY LIPOPROTEIN RECEPTOR ADAPTOR PROTEIN 1
Receptores
de lípidos 0.520 0.471 1.092 605747
CB1 CANNABINOID RECEPTOR 1 Receptores -0.854 -0.294 -1.069 114610
CCNA2 CYCLIN A2 Ciclo celular 0.238 0.171 0.913 123835
CDC34 CDC34 Ciclo celular 0.037 0.089 0.895 116948
CDC37 CDC37 Ciclo celular 0.122 -0.183 0.767 605065
CDK3 CDK3 Ciclo celular 0.008 -0.885 -0.849 123828
CDK5R1 p35 Ciclo celular 1.313 -0.866 -0.168 603460
CDK6 CDK6 Ciclo celular -0.069 0.148 -0.863 603368
CDKN1C p57 - KIP2 Ciclo celular -0.086 -0.165 -0.780 600856
CDKN2C p18 Ciclo celular 0.080 0.008 0.853 603369
CETP CHOLESTERYL ESTER TRANSFER PROTEIN Lípidos 0.933 0.110 -0.105 118470
CH25H CHOLESTEROL 25-HYDROXYLASE Lípidos -1.113 0.165 0.117 604551
CPT2 CARNITINE PALMITOYL TRANSFERASE II β-oxidación -0.919 0.017 -0.023 600650
CYP2B6 CYTOCHROME P450, SUBFAMILY IIB Citocromos P450 -0.025 -0.054 0.762 123930
CYP46A1 CYTOCHROME P450, FAMILY 46 Citocromos P450 -0.050 -1.098 0.042 604087
CYP7A1 CYTOCHROME P450, SUBFAMILY VIIA Citocromos P450 -1.191 0.832 -0.713 118455
DAB1 DISABLED HOMOLOG 1 Sistema nerviosoLipidos 0.511 0.258 0.853 603448
ERG25 STEROL C4-METHYLOXIDASE-LIKE; SC4MOL
Síntesis de
colesterol -0.298 -0.084 -0.768 607545
FABP2 FATTY ACID-BINDING PROTEIN 2 Lípidos -0.945 -0.548 -0.799 134640
FABP4 FATTY ACID-BINDING PROTEIN 4 Lípidos -0.033 0.125 0.995 600434
FACTOR D COMPLEMENT FACTOR D Obesidad 0.623 0.378 0.853 134350
FDPS FARNESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE Síntesis decolesterol -0.396 -0.761 -0.546 134629
TABLA 15. Resumen de los genes alterados después de 120h de exposición a TCS 0.5/1 µM. Se muestran el código del 





Gen Nombre Categoría MDA HaCaT MCF7 OMIM
GADD45A GROWTH ARREST- AND DNA DAMAGE-INDUCIBLE GENE GADD45
Respuesta de
estrés / Daño ADN -0.075 -0.541 -0.836 126335
H1F0 H1 HISTONE FAMILY Histonas -0.140 0.761 0.250 142708
HNF4A HEPATOCYTE NUCLEAR FACTOR 4-ALPHA
Factores de
transcripción -0.262 0.090 -0.777 600281
IL12B INTERLEUKIN 12B Interleuquinas 0.878 0.118 0.636 161561
IL1B INTERLEUKIN 1-BETA Citoquinas -0.851 0.288 -0.762 147720
LBR LAMIN B RECEPTOR Receptores -0.305 0.004 -0.930 600024
LCAT LECITHIN-CHOLESTEROL ACYLTRANSFERASE Lípidos 0.586 -0.277 0.757 606967
LDLr LOW DENSITY LIPOPROTEIN RECEPTOR Receptoresde lípidos 0.432 0.541 -0.851 606945
LEPTIN LEPTIN Obesidad -0.779 -0.162 0.427 164160
LIPE LIPASE, HORMONE-SENSITIVE LípidosObesidad -0.598 0.951 -0.048 151750
MSR1 MACROPHAGE SCAVENGER RECEPTOR Receptoresde lípidos -0.129 -0.356 -1.192 153622
NPY NEUROPEPTIDE Y Sistema nervioso 1.187 -0.133 0.414 162640
NR1H4 NUCLEAR RECEPTOR SUBFAMILY 1 Lípidos / Factorde transcripción 0.552 -0.027 0.825 603826
OSBPL5 OXYSTEROL-BINDING PROTEIN-LIKE PROTEIN 5
Receptores
de lípidos 1.147 -1.017 -0.918 606733
PCSK9 PROPROTEIN CONVERTASE, SUBTILISIN/KEXIN-TYPE, 9 Lípidos -0.172 0.111 -0.789 607786
PPARGC1 PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR-GAMMA
Factores de
transcripción 0.051 0.758 0.099 604517
PRKCQ PROTEIN KINASE C Quinasas -0.025 0.680 1.066 600448
REELIN REELIN Sistema nervioso 0.599 -0.112 1.040 600514
SLC27A5 FATTY ACID TRANSPORT PROTEIN 5 Lípidos -0.326 -1.032 0.318 603314
SMPD1 SPHINGOMYELINASE Lípidos 0.602 -1.008 -0.655 607608
TABLA 15. Resumen de los genes alterados después de 120h de exposición a TCS 0.5/1 µM. Se muestran el código del 
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